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Zusammenfassung 
Die Diskriminierung von Fremd- und Selbstantigenen ist eine elementare Eigenschaft 
des Immunsystems von Invertebraten und Vertebraten. Die Toleranz gegenüber eigenen 
Proteinen des Körpers wird durch die intrathymische Selektion von T-Zell-Rezeptoren 
gewährleistet. Selbsttoleranz wird u. a. durch ein diverses Liganden-Angebot von 
gewebespezifischen Genen („promiskuöse Genexpression“ (pGE); Derbinski et al., 
2001) von medullären Thymusepithelzellen (mTEZ) spezifiziert. 
Die vorliegende Arbeit sollte die zelluläre und molekulare Regulation von pGE in 
mTEZ auf drei verschiedenen Ebenen analysieren. Zum einen sollten abgegrenzte, 
neonatale medulläre Areale auf ihre Vollständigkeit des Liganden-Repertoires 
untersucht werden, zum anderen sollten einzelne mTEZ Klone, aus denen eine 
medulläre Region besteht, auf ihre Genexpression untersucht werden. Schließlich 
sollten die Genexpressionsmuster von verschiedenen mTEZ-Subpopulationen, aus 
denen Klone zusammengesetzt sind, charakterisiert werden. 
Zum ersten Mal konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass isolierte medulläre Inseln 
in neonatalen Mäusen diverse Genexpression zeigen, jedoch kein vollständiges Profil 
der ausgewählten Gene exprimieren. Dies könnte eine Ursache für unvollständige 
neonatale Toleranz darstellen. Eine erhöhte Expression von gewebespezifischen 
Antigenen wurde tendenziell im äußeren Rand der Medulla lokalisiert. 
Die klonale Zusammensetzung einer Medulla sollte mit Hilfe von 
Aggregationschimären weiter charakterisiert werden, in Bezug auf Größe, Lokalisation 
der Klone sowie Genexpression. Die Klone setzen sich durchschnittlich aus 40 Zellen 
zusammen, die sich vorwiegend am äußeren Rand der Medulla befinden und sind in 
sich heterogen in Bezug auf die Expression des Transkriptionsregulators AIRE.  
Die Isolation bestimmter gewebespezifischer Antigen-positiver mTEZ erlaubte eine 
Analyse von (Ko)-expressionsmustern bezüglich anderer Gene. Zwei Beobachtungen 
sind bemerkenswert: zum einen wurden benachbarte Gene (cluster) koexpremiert und 
zum anderen konnten mindestens zwei mTEZ Sublinien –AIRE-negative und AIRE-
positive - unterschieden werden.   
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse ein komplexes Bild der zellulären und 
molekularen Regulation der ektopischen Expression gewebespezifischer Gene in 
mTEZ. Insgesamt ist das beobachtete Genexpressionsmuster weder mit einer globalen 
chromosomalen „Derepression“ von Genexpression noch mit einer strikt 
gewebespezifischen Regulation zu vereinbaren. 
   
Abstract 
Self/nonself discrimination is an elementary function of invertebrate’s and vertebrate’s 
immune system. T-cell tolerance to self proteins is guaranteed by an intra-thymic 
selection process. Self-tolerance is specified by a diverse ligand-repertoire of tissue 
restricted genes (promiscuous gene expression; pGE) which are expressed by medullary 
thymic epithelium cells (mTEC; Derbinski et al., 2001). 
In this work, three levels of cellular and molecular regulation of pGE in mTEC were 
analyzed. First, isolated thymic medullary regions were tested for the extent of 
expression of the analyzed ligand-repertoire. Second, single clones which compose a 
medullary region were tested for their gene expression profile. Lastly, the gene 
expression profiles of various mTEC-subpopulations which assemble clones were 
characterized.  
For the first time, it was shown that isolated neonatal medullary islets have a high 
degree of diverse gene expression. However, they did not express the complete pool of 
analyzed genes. These results favor incomplete neonatal tolerance.  
The clonal composition of a medullary region was further characterized using 
aggregation-chimeras. This study primarily focused not only on the size and location of 
the clones but also on gene expression. An average of 40 cells per clone was detected, 
which were mostly localized at the outer rim of the thymic medulla and showed a 
heterogeneous expression pattern of AIRE, an autoimmune regulatory element. 
The isolation of distinct antigen-specific mTEC offered an analysis of coexpression 
patterns regarding other tissue restricted antigens (TRA). Two observations were 
noteworthy: 1. Neighboring genes (“cluster”) were coexpressed. 2. Two sublineages – 
AIRE-negative and AIRE-positive - could be identified.  
In summary, these data show a complex picture of the cellular and molecular regulation 
of promiscuous expression of tissue restricted genes in mTEC. This gene expression 
pattern is neither compatible with a global chromosomal “depression” of gene 
expression nor is it regulated in a strict tissue restricted manner. 
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1 Einleitung 
Das Immunsystem dient der Erkennung und Elimination von Pathogenen, was durch 
diverse Mechanismen der angeborenen und erworbenen Immunität ausgeführt wird. T-
Zellen spielen hierbei eine zentrale Rolle. Sie weisen ein hoch diverses Repertoire an T-
Zell-Rezeptoren (TZR) zur Erkennung fremder sowie auch körpereigenen Antigene 
aufweisen, die in Verbindung mit Selbst-Haupt-Histokompatibilitäts-Komplex (MHC) 
Molekülen erkannt werden. Das TZR-Repertoire wird daher als Selbst-MHC-
restringiert bezeichnet. Um den Angriff auf körpereigene Zellen zu vermeiden, wirkt ein 
Selektionsprozess auf T-Zellen, der die Reifung dieser autoreaktiven T-Zellen 
verhindert und Selbsttoleranz gewährleistet.   
1.1  T-Zell Toleranz  
Die Diversität und Spezifität der Zell-vermittelten Immunität wird durch einen 
somatischen Rekombinationsprozess, der antigenspezifische Rezeptoren generiert, 
sichergestellt. Effiziente T-Zellantworten gegen fremde Antigene setzen eine Kontrolle 
der Rezeptordiversität voraus. Diese wird durch die Induktion der Selbsttoleranz 
bewerkstelligt und während zwei verschiedener Phasen reguliert; die zentrale Toleranz, 
die im Thymus abläuft, und die periphere Toleranz in peripheren lymphatischen 
Organen und Geweben.  
Im Zuge ihrer Reifung wandern T-Vorläuferzellen in den Thymus ein und durchlaufen 
einen zweifachen Selektionsprozess, der zur Eliminierung von autoreaktiven bzw. zur 
Differenzierung von T-Zellen mit niedriger Affinität für Selbstantigene führt.  
Die Mechanismen der peripheren Toleranz kontrollieren autoreaktive T-Zellen, die trotz 
zentraler Toleranzinduktion in der Peripherie zu finden sind (Haskins & McDuffie, 
1990; Verdaguer et al., 1997). Vier verschiedene Mechanismen spielen bei der 
Vermittlung der peripheren Toleranz eine Rolle: Deletion (z.B. in Lymphknoten; Kurts 
et al., 1996), Anergie (Rammensee et al., 1989; Rocha & Böhmer, 1991), Ignoranz 
(Ohashi et al., 1991; Oldstone et al., 1991) und die Suppression durch regulatorische T-
Zellen (s. Abschnitt 1.2.2.1). 
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1.2 Zentrale Toleranz 
Diese Arbeit konzentriert sich nur auf bestimmte Aspekte der zentralen Toleranz, die 
periphere Toleranz bleibt hier unberücksichtigt. 
1.2.1 Thymozytenwanderung und positive Selektion 
Der Thymus besteht aus einem Netzwerk von Stromazellen epithelialen und 
mesenchymalen Ursprungs (Boyd et al., 1993, van Ewijk et al., 1999) und lässt sich in 
einen subkapsulären, einen kortikalen und einen medullären Bereich unterteilen.  
Epithelzellen des Kortex und der Medulla stammen von endodermalem Gewebe ab 
(Gordon et al., 2004).  
Kortex und Medulla sind durch einen kortiko-medullären Übergang (cortico-medullary 
junction; CMJ) voneinander getrennt. T-Vorläuferzellen wandern aus dem 
Knochenmark an der CMJ des Thymus ein (Kyewski et al., 1987; Penit et al., 1988; 
Prockop und Petrie, 2000). Während des Differenzierungsprozesses der T-
Vorläuferzellen verändern diese ihren Phänotyp (von doppelt negativ (DN): CD4-CD8- 
über doppelt-positiv (DP): CD4+CD8+ zu einzel-positiv (SP): CD4+ oder CD8+) und 
durchwandern den Kortex nach außen in Richtung der subkapsulären Zone, was durch 
Signale des Notch Rezeptors und durch verschiedene Chemokine, Chemotaxis und 
Integrine vermittelt wird (Schmitt et al., 2004; Radtke et al., 1999).  
Die Thymozyten generieren während dieser Wanderung durch den Kortex ihren TZR, 
indem u. a. die RAG Enzyme (recombination activating gene) die V, J und D-Segmente 
des TZR stochastisch zusammensetzen und dadurch eine geschätzte Diversität von 1015 
T-Zell-Rezeptoren erzielen (Rothenberg et al., 2003). Zwei verschiedene Typen von 
TZR sind bekannt, die abhängig von ihrer Zusammensetzung benannt werden. Zum 
einen das häufig vorkommende αβ-TZR Heterodimer, zum anderen der γδ-TZR, der in 
Maus und Mensch in 1-3% der Thymozyten generiert wird (Brenner et al., 1986; Danke 
et al., 2004).  
Der Vorgang der somatischen Rekombination generiert nicht nur Rezeptoren, die 
spezifisch für fremde, sondern auch für Selbstantigene sind, daher wird das Repertoire 
der TZR auf Selbsterkennung hin geprüft. Diese Selektion kann nur nach Expression 
des kompletten αβ-TZRs an der Oberfläche ablaufen. Nach dem von Jameson 
aufgestellten Aviditätsmodell (Jameson et al., 1995) ist die Selektion abhängig von zwei 
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verschiedenen Faktoren: der Summe der Affinitäten der T-Zell-Rezeptoren in einer 
Zelle und der Dichte der Liganden auf der Antigen-Präsentierenden Zellen (APZ). 
Daher erhalten viele der DP-Zellen, die keine Spezifität zu einem Selbstpeptid/MHC 
Komplex besitzen, kein weiteres Signal und sterben ab (death by neglect). Ein kleiner 
Anteil (< 5%) dieser DP Thymozyten weist allerdings eine niedrige Affinität zu den 
Selbstpeptid/MHC Komplexen auf und erhält dadurch ein schwaches (low-level) TZR 
Signal, welches das Überleben und die Reifung in einfach-positive T-Zellen (CD4+CD8- 
oder CD4-CD8+) ermöglicht (Sebzda et al., 1999). Laut einer neuen Studie (Daniels et 
al., 2006) legt ein geringer Unterschied in der TZR-Affinität fest, ob Thymozyten 
positiv oder negativ selektiert werden. Abhängig von der Avidität der T-Zell-APZ 
Interaktion, werden in beiden Selektionsprozessen verschiedene Moleküle des T-Zell 
Signalweges rekrutiert.  
Der Vorgang der positiven Selektion läuft im Kortex ab (Benoist und Mathis, 1989a, b). 
Kortikale Thymusepithelzellen (kTEZ) sind für die positive Selektion verantwortlich 
(Anderson et al., 1996). Experimente von Merkenschläger (1996) zeigen, dass 
Thymozyten während dieses Prozesses nur mit einer oder einer beschränkten Anzahl 
von Epithelzellen interagieren. Es wird angenommen, dass der Selbstpeptid-Pool der 
kTEZ sich auf endogene Stoffwechsel- und zellspezifische Gene beschränkt (Klein & 
Kyewski, 2000b), was eine konstante und stabile Selektion sicherstellt.  
T-Zellen, die eine hohe Avidität gegenüber Selbstpeptid/MHC Komplexen aufweisen 
(ca. 2/3 der positiv selektionierten Thymozyten) (van Meerwijk et al., 1997), werden im 
nächsten Schritt der negativen Selektion eliminiert.   
1.2.2 Negative Selektion von autoreaktiven T-Zellen 
T-Zellen, die die positive Selektion durchlaufen und somit einen ihrer Korezeptoren 
(CD4 oder CD8) herunterregulieren, wandern entlang eines Chemokingradienten, 
vermutlich des Chemokin-Rezeptors CCR7, in Richtung Medulla (Kwan & Killeen, 
2004; Ueno et al., 2002, 2004). Dort durchlaufen die T-Zellen das nächste 
Auswahlverfahren. Ob der Vorgang der positiven Selektion notwendige Voraussetzung 
für den weiteren Verlauf der negativen Selektion ist, ist bislang nicht klar (Kisielow et 
al., 1991; Huseby et al., 2005; Kattman et al., 2005). Die positive Selektion ist 
allerdings Vorraussetzung für die CCR7 vermittelte Wanderung der Lymphozyten ist 
(Kwan und Killeen, 2004; Kurobe et al., 2006).  
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Bei der negativen Selektion werden die T-Zellen, deren TZR eine „starke“ Affinität zu 
einer der präsentierten Selbstpeptid/MHC Komplexe hat, ausselektiert. Diesen T-Zellen 
wird durch ein „starkes“ Signal über ihren TZR der Zelltod (Apoptose) vermittelt. 
Dieser als klonale Deletion bezeichnete Prozess konnte durch grundlegende 
Experimente von Kappler und Marrack (1987) nachgewiesen und durch weitere 
Ergebnisse mittels des transgenen H-Y Mausmodells bestätigt werden (Kisielow, 1988; 
Teh et al., 1988).  
Neben der klonalen Deletion existiert ein weiterer Mechanismus, um potentiell 
autoreaktive T-Zellen auszuschalten. Dieser wird induziert, indem das TZR-Signal ohne 
ein zweites kostimulatorisches Signal weitergegeben wird. Es folgt ein Zustand, der als 
Anergie bezeichnet wird. In Mausmodellen können diese anergen T-Zellen weder 
expandieren noch Interleukin 2 (IL-2) sezernieren (Jenkins et al., 1994).  
Sowohl in gesunden Mäusen als auch in gesunden Menschen findet man T-Zellen mit 
niedriger Affinität im Thymus und in der Peripherie, was auf inaktivierte oder 
ignorante, aber nicht eliminierte T-Zellen schließen lässt (Kitze et al., 1988; Naquet et 
al., 1988; Schonrich et al., 1992; Bouneaud et al., 2000; Zehn und Bevan, 2006).  
1.2.2.1 Dominante Toleranz wird durch regulatorische T-Zellen vermittelt 
Die beiden oben erwähnten „rezessiven“ Prozesse der Toleranz werden durch einen 
weiteren Mechanismus ergänzt: die dominante Toleranz, die durch regulatorische T-
Zellen (Treg) vermittelt wird. Der Begriff der dominanten Toleranz wird von der 
Übertragbarkeit der Treg-vermittelten Toleranz auf andere Individuen hergeleitet 
(Shevach, 2003; Sakaguchi, 2004, Waldmann et al., 2004).  
In gesunden Mäusen entfallen ca. 5 bis 10 % der peripheren T-Zellen auf den Treg-Pool. 
Die natürlich vorkommenden Treg-Zellen (CD4+CD25+) werden ebenfalls im Thymus 
generiert (Suri-Payer et al., 1998; Takahashi et al., 1998; Itoh et al., 1999). 
Höchstwahrscheinlich werden sie durch ein „starkes“ Signal über den TZR induziert 
(Itoh et al., 1999; Jordan et al. 2001). Sie besitzen die Eigenschaft, die Aktivierung 
und/oder Proliferation anderer T-Zellen zu unterdrücken. Definiert werden sie über die 
konstitutive CD25 Expression auf der Oberfläche (Sakaguchi et al., 1995), sowie durch 
die Expression des Transkriptionsfaktors Foxp3 (Fontenot et al., 2003). Es konnte 
gezeigt werden, dass Foxp3 sowohl für die Entwicklung als auch die Suppressor 
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Funktion der CD4+CD25+ Treg-Zellen notwendig ist (Hori et al., 2003; Khattri et al., 
2003). Die scurfy Mauslinie, welche eine Mutation des Foxp3 Gens aufweist, zeigt 
spontan auftretende, tödlich verlaufende, Autoimmunerkrankungen (Brunkow et al., 
2001). Analog dazu findet man im Menschen das selten vorkommende 
„Immunodysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked (IPEX)-Syndrom“ 
(Bennett et al., 2001; Wildin et al., 2001), das bei Patienten ebenfalls mit schweren 
Autoimmunkrankheiten assoziiert ist, und den Foxp3 Mutationen zugrunde liegen. 
1.2.2.2  Für zentrale Toleranz verantwortliche Zelltypen 
In der Medulla sind mindestens vier verschiedene antigenpräsentierende Zelltypen 
(APZ) nachweisbar: B-Zellen, Makrophagen, dendritische Zellen (DZ) und mTEZ 
(Klein & Kyewski, 2000). Während Makrophagen hauptsächlich an der Beseitigung 
von apoptotischem Zellmaterial beteiligt sind, spielen B-Zellen im Thymus eine Rolle 
als „Antigen-Lieferanten“ (Zöller et al., 1990; Klein & Kyewski, 2000). DZ konnten als 
Effektorzellen der klonalen Deletion nachgewiesen werden (Kyewski et al., 1986; Klein 
et al., 2001). Bestimmte experimentelle Systeme lieferten Beweise über die Funktion 
der klonalen Deletion von mTEZ (Salaun et al., 1990; Klein et al., 1998, 2001; Kyewski 
et al., 2000; Gallegos & Bevan, 2004). Während Matzinger (1989) und Punt (1994) 
postulieren, dass negative Selektion nur dann effizient ist, wenn Peptid/MHC Komplexe 
von hämatopoetischen APZ zusätzlich zu Epithelzellen präsentiert werden, konnten 
Klein et al., (1998) zeigen, dass die Expression des humanen C-reaktive Proteins 
(hCRP) in transgenen Mäusen in mTEZ ausreichend für die Deletion von hCRP-
spezifischen TZR transgenen T-Zellen war. Dies wurde durch Knochenmark-Chimären 
belegt, die mit MHC-Klasse II-negativen hämatopoetischen Zellen rekonstituiert 
wurden. Da diese Zellen keine negative Selektion vermitteln können, kann die 
detektierte Deletion allein durch die strahlenresistenten Stromazellen erklärt werden. 
Anhand des transgenen Systems der RIP-mOVA Mäuse (Ovalbumin unter der 
Kontrolle des Ratten Insulin-Promoters) wurde gezeigt, dass mTEZ keine cross-
presentation von dendritischen Zellen benötigten, um CD8+ Zellen zu deletieren 
(Gallegos & Bevan, 2004). 
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1.3 Promiskuöse Genexpression 
Wie oben erwähnt ist zentrale Toleranz das Resultat komplexer zellulärer und 
molekularer Mechanismen. Eine besondere Rolle spielt hierbei die sogenannte 
promiskuöse Genexpression in mTEZ, die das Liganden-Angebot in der Medulla durch 
eine breite Expression gewebespezifischer Antigene erweitert. Die Regulation der pGE 
war Gegenstand der Untersuchungen dieser Arbeit und wird daher im Folgenden näher 
betrachtet.  
1.3.1 Gewebespezifische Genexpression in Epithelzellen der Medulla im Thymus 
Lange Zeit wurde angenommen, dass Toleranz im Thymus nur für Haushalts- und 
zelltypspezifische Genprodukte der Stromazellen oder lösliche Proteine, die über die 
Blutzirkulation oder durch andere Zellen (wie DZ) in den Thymus transportiert werden, 
induziert werden kann. Toleranzinduktion gegenüber Proteinen, die gewebespezifisch in 
der Peripherie exprimiert werden, wurde durch periphere Mechanismen erklärt (Arnold 
et al., 1993; Dillon et al., 1995; Stockinger et al., 1999; Schwartz et al., 2003).  
Analysen bestimmter transgener Mäuse zeigten jedoch, dass Neo-Antigene unter der 
Kontrolle von gewebespezifischen Promotoren auch im Thymus exprimiert wurden. 
Hier wurde erstmals beobachtet, dass diese Gene nicht nur ektopisch im Thymus 
exprimiert wurden, sondern diese Expression auch zur Toleranz gegenüber dem 
jeweiligen Neo-Antigen führte (Salmon et al., 1988; Smith et al., 1997; Klein et al., 
1998, Visan et al., 2004; Ham et al., 2004). Bei anschließenden Untersuchungen wurde 
festgestellt, dass die Expression der gewebespezifischen Gene im Thymus eine 
physiologische Eigenschaft darstellt (Jolicoeur et al., 1994; Heath et al., 1998; Sospedra 
et al., 1998), die sich vorwiegend in mTEZ nachweisen lässt (Derbinski et al., 2001; 
Gotter et al., 2004). Hiermit konnte erstmals ein breites Spektrum an 
gewebespezifischen Genen in hochreinen mTEZ sowohl in der Maus als auch im 
Menschen nachgewiesen werden.  
Dieses Phänomen der vielfältigen ektopischen Genexpression im Thymus wird auch 
unter der Bezeichnung „promiskuöse Genexpression“ (pGE) zusammengefasst. Diese 
pGE repräsentiert Gene nahezu aller parenchymaler Organe des Körpers (Derbinski et 
al., 2001, 2005; Gotter et al., 2004) und stellt somit ein umfassendes Repertoire an 
Selbstantigenen zur Verfügung. Es wird geschätzt, dass circa 5 bis 10 % des bekannten 
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Genoms transkribiert werden (bis zu 3000 Gene). Dieses außerordentlich diverse 
Spektrum an parallel exprimierten Genen wird postnatal aufrechterhalten, selbst nach 
der Involution des Thymus bei adulten Individuen (Kyewski & Derbinski, 2004). 
Besonders hervorzuheben ist hierbei, dass pGE unabhängig von geschlechts-, 
differenzierungs- und gewebespezifischer Regulation ist (Derbinski et al., 2001, 2005; 
Kyewski & Derbinski, 2004). Im Hinblick auf die molekulare Regulation von pGE, ist 
zu erwähnen, dass bislang der Transkriptionsregulator AIRE (autoimmune regulator) 
als einziger Faktor bekannt ist. Mittels aire-defizienter Mäuse konnte nachgewiesen 
werden, dass AIRE die Expression einer Vielzahl an gewebespezifischen Genen in 
mTEZ reguliert und damit eine Rolle bei der zentralen Toleranzinduktion ausübt 
(Anderson et al., 2002; Liston et al., 2003). Analog dazu entwickeln Patienten, die eine 
defekte Form von AIRE exprimieren, eine Multiorgan-Autoimmunität (APS-1 oder 
auch bekannt als APECED: autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal 
dystrophy). Die molekularen Mechanismen der transkriptionellen Regulation durch 
AIRE sind jedoch nicht verstanden. Eine mögliche Funktion als Ubiqutin Ligase wird 
diskutiert (Uchida et al., 2004).  
1.3.2 Jedes gewebespezifische Antigen ist nur in wenigen mTEZ exprimiert 
Die meisten Studien haben promiskuöse Genexpression nur auf RNA-Ebene 
nachgewiesen. Wenige Arbeiten liefern bisher Daten zur Proteinexpression in mTEZ. 
Da man davon ausgeht, dass die produzierte Menge des jeweiligen gewebespezifischen 
Antigens geringer ist als im eigentlichen peripheren Gewebe (Takase et al., 2005), sind 
sensitive Methoden notwendig, um diese positiven Zellen sichtbar zu machen. 
Antikörperfärbungen konnten periphere Antigene in einigen Fällen auf Thymus-
Stromazellen zeigen (Smith et al., 1997; Hanahan, 1998; Salmon et al., 1998; Avichezer 
et al., 2003). Diese immunhistochemischen Färbungen zeigten, dass nur sehr wenige 
Zellen in der Medulla oder im Bereich der CMJ, die oft in Gruppen von 2 bis 4 Zellen 
organisiert sind, ein bestimmtes Antigen exprimieren. Die Frequenz dieser positiven 
Zellen liegt zwischen 1 bis 4 % aller mTEZ im Thymus (Hanahan, 1998; Derbinski et 
al., 2001).  
Im Hinblick auf den geringen Prozentsatz der für ein jeweiliges Antigen positiven 
mTEZ und der Erkenntnis, dass mehr als 3,000 gewebespezifische Gene (tissue-
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restricted antigens; TRA) exprimiert werden, bleibt die Frage, welche Diversität die 
TRA-Expression von mTEZ auf Einzelzellebene aufweist. Da fast alle Studien über die 
promiskuöse Genexpression nur auf Basis der Analyse unseparierter TEZ-Populationen 
durchgeführt worden sind, ist unklar, welches TRA Repertoire von einer einzelnen Zelle 
exprimiert wird. Erste Hinweise lieferten Gillard & Farr (2006), die Pools von 20-25 
mTEZ isolierten und auf Genexpression hin untersuchten. Das Mosaik-Modell nach 
Farr postuliert, dass einzelne mTEZ das Expressionsmuster eines bestimmten 
peripheren Gewebes „nachahmen“ und dessen spezifischer Regulation unterliegen (Farr 
et al., 2002). Alternativ hierzu steht das von Kyewski und Derbinski (2004) 
vorgeschlagene Modell der terminalen Differenzierung, das die promiskuöse 
Genexpression als eine Spezialisierung von „reifen“ mTEZ erklärt. Bislang ist unklar, 
welches der beiden Modelle zutrifft. 
Ungeachtet dieser Kontroverse stellt sich die Frage, wie die effiziente Deletion der 
autoreaktiven Thymozyten während ihrer zehntägigen Aufenthaltszeit in der Medulla 
(Egerton et al., 1999a, b) stattfinden kann, wenn nur eine geringe Anzahl an 
exprimierenden mTEZ für eine bestimmtes TRA vorliegen (Klein et al., 1998; 
Avichezer et al., 2003; Ham et al., 2004; Faideau et al., 2006). Es muss eine hohe 
Effizienz dieses Erkennungsmechanismus gewährleistet werden. Dies könnte zum einen 
durch eine hohe Mobilität von Thymozyten erklärt werden (Miller et al., 2004; Witt & 
Robey, 2005), was die Wahrscheinlichkeit des Zusammentreffens des 
Interaktionspartners in diesem Zeitraum ermöglicht. Studien in Lymphknoten ergaben, 
dass T-Zellen bis zu 5000 DZ in einer Stunde absuchen können (Bousso & Robey, 
2003, 2004). Zum anderen könnte dies durch cross-presentation erklärt werden (Bevan 
et al., 1976a, b): Durch die Weitergabe der Epitope von mTEZ an DZ, amplifiziert sich 
die Zahl der APZ und dem zufolge wird die Verfügbarkeit der Epitope in der 
Umgebung der mTEZ deutlich erhöht. Letzterer Prozess kann über verschiedene 
Mechanismen erfolgen, wie z.B. Transfer von Peptid/MHC Komplex-beladenen 
Exosomen (Thery et al., 2002), Diffusion kurzer Peptide durch Gap-junctions (Neijssen 
et al., 2005) und durch Aufnahme von apoptotischen Material oder „nibbling“, welches 
das „Abziehen“ kleiner Membranteile einer Zelle beschreibt (Harshyne et al., 2001).  
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1.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 
In dieser Arbeit sollte auf drei Ebenen die zelluläre und molekulare Regulation der pGE 
in mTEZ analysiert werden. Zu Beginn dieser Arbeit waren keine detaillierten Studien 
über die in situ Verteilung dieser Genexpression im Thymus bekannt. Das Angebot an 
TZR-Liganden in einem abgegrenzten medullären Bereich ist jedoch von großer 
Bedeutung für die Selektion an autoreaktiven T-Zellen, da sie nur einen separaten 
medullären Bereich durchlaufen. Besonders gilt dies für neonatale Mäuse, die kleine 
abgrenzte medulläre Bereiche (sogenannte Inseln) aufweisen. Daher sollte pGE in 
verschiedenen medullären Bereichen auf „Vollständigkeit“ der promiskuösen 
Genexpression hin untersucht werden. 
Studien von Bleul et al., (2006) zeigten die Multiklonalität einer Medulla. Die klonale 
Zusammensetzung könnte einer diversen pGE in einer Medulla zugrunde liegen. Daher 
sollten solche „Klone“ in Bezug auf ihre Größe, Lokalisation und ihr 
Genexpressionsprofil untersucht werden.  
Um einen Einblick in das Koexpressionsmuster von verschiedenen mTEZ-Populationen 
zu erhalten, sollten hochreine und für ein bestimmtes Antigen spezifische mTEZ auf die 
Expression anderer Gene (transkriptionelle Regulatoren, TSA oder chromosomal 
benachbarte Gene) hin analysiert werden. Dies sollte die Frage nach möglichen 
Sublinien von mTEZ und der (Ko-)Expression von benachbarten Genen innerhalb eines 
Lokus („cluster“) beantworten. 
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2 Material 
2.1 Gewebe 
Das für diese Arbeit verwendete Thymusgewebe wurde von der Chirurgischen 
Universitätsklinik Heidelberg, Abteilung Herzchirurgie unter der Leitung von Prof. Dr. 
med. S. Hagl, freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Diese Gewebestücke fielen bei  
korrektiven kardiologischen Eingriffen an und werden normalerweise verworfen.  
In der folgenden Tabelle werden die Daten zu Geschlecht und Alter des jeweiligen 
Donoren aufgeführt.  
 
 Tabelle 2.1 Gewebedaten der verwendeten Thymi 
  Patienten-Nummer        Geschlecht  Alter 
 050    männlich  1 Jahr 
 056    weiblich  1 Jahr 
 057    weiblich  2.5 Jahre 
001    weiblich  1.5 Jahre 
012    männlich  1 Jahr 
 014    männlich  4 Monate 
 018    männlich  3 Monate 
 020    weiblich  1 Monat 
 022    männlich  2 Monate 
 028    männlich  1.5 Jahre    
 032    männlich  2.5 Jahre 
033    weiblich  4 Monate 
 035    weiblich  6 Jahre 
 037    männlich  1 Monat 
 039    männlich  7 Monate 
 040    männlich  5 Wochen 
 041    weiblich  3 Wochen 
 042    weiblich  8 Monate 
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2.2 Mäuse 
Alle C57Bl/6-Inzuchtstämme, die zur Thymusentnahme verwendet wurden, wurden von 
Charles River WIGA erworben und unter spezifisch pathogenfreien (SPF) Bedingungen 
in der Barrierestation bzw. Isolatorstation des Zentralen Tierlabors am DKFZ gehalten. 
Sofern nicht anders benötigt, wurden die Mäuse im Alter von 4-6 Wochen bestellt. 
2.3 Herstellung von Morula-Morula Chimären 
Um die Aggregation von Morula-Morula Chimären durchzuführen, wurden Balb/c-
Morulae aus 8 Wochen alten Spenderinnen und Morulae aus 3-4 Wochen alten C57Bl/6 
Weibchen isoliert. Als Ammen wurden Balb/c Weibchen verwendet. Die Mäuse wurden 
unter spezifisch pathogenfreien (SPF) Bedingungen in der Barrierestation des Zentralen 
Transgen-Service ZTS am DKFZ gehalten. 
2.4 Primärantikörper und Zweitreagenzien 
Tabelle 2.1 Liste der Antikörper 
Antikörper Klon Spezies/Isotyp Konjugat Hersteller/Referenz 
AIRE 6.1 Maus, IgG1a Rein Pitkanen et al., 2001 
AIRE Polyklonal Ziege Rein Santa Cruz 
CD45 2D1 Maus, IgG1, κ PerCp BectonDickinson 
CD45 J33 Maus CyChrome Immunotech 
CD45 EO1 Maus, IgG2a Dynalbeads 
M-450 
DYNAL 
CDR1 CDR1 Ratte, IgG2b Alexa488, 
Biotin 
Rouse et al., 1988 
TEZ CDR2 Maus, IgG2b Alexa 488 DKFZ, Heidelberg 
CEA PARLAM-4 Maus, IgG1 Alexa 488 Universität Maastricht 
CEA PARLAM-4 Maus, IgG1 Alexa 647 Universität Maastricht 
Collagen 2 CC1 Maus, IgG2a Biotin University of Lund, 
Sweden 
Zytokeratin 14 AF 64 Hase Rein Covalence 
EpCAM G8.8 Ratte Alexa 647 DKFZ,Heidelberg 
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EpCAM HEA125 Maus, IgG1 Biotin DKFZ, Heidelberg 
HLA-DR L243 Maus Alexa 647 DKFZ, Heidelberg 
HLA-DR L243 Maus Alexa 680 DKFZ, Heidelberg 
Insulin K36AC10 Maus Rein Sigma-Aldrich 
MHC-Klasse II 
IAb
AF6-120.1 Maus, IgG2a, κ  Alexa 488 Pharmingen 
MHC-Klasse II 
IAd
AMS-32.1 Maus, IgG2b,κ Alexa 488 Pharmingen 
MUC1   214D4 Maus, IgG1 Alexa 488 Upstate  
MUC1 214D4 Maus, IgG1 Alexa 647 Universität Maastricht 
MUC1 
 
SM3 
 
Maus, IgG 
 
Überstand 
 
Prof. Dr. Taylor-
Papadimitriou, 
Burchell et al., 1987 
MUC1 
 
DF3 
 
Maus, IgG 
 
Rein 
 
Centocor, Malvern, 
PA, USA  
MUC1 
 
VU4H5 
 
Maus, IgG 
 
Überstand 
 
Dr. von Mensdorff-
Pouilly 
MUC1 5E5 Maus, IgG Rein Universität Maastricht 
MUC1 2D9 Maus, IgG Rein Prof. Dr. H. Clausen 
Maus IgG  Ziege Alexa 488 Molecular Probes 
Maus IgG  Ziege Alexa 564 Molecular Probes 
Maus IgG   Ziege Cy3 Jackson Research 
Maus IgG  Hühnchen Alexa 594 Molecular 
Probes/Invitrogen 
Maus IgG  Pferd Biotin Vector Laboratories 
Streptavidin   Cy3 Jackson Research 
Streptavidin   Alexa 488 Molecular Probes 
Streptavidin   Alexa 350 Molecular Probes 
SGLT1 Polyklonal Kaninchen Serum Abcam 
Kaninchen IgG  Ziege Alexa 647 Molecular Probes 
Ziegen IgG  Hühnchen Alexa 596 Molecular Probes 
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2.5 Enzyme und Proteine 
Albumin, BSA      Sigma-Aldrich 
Albumin, BSA, IgG-frei     Sigma-Aldrich 
Dispase Grade 1      Roche 
DNase (für Kollagenase/Dispase)    ICN 
DNase I (1U/ul) mit 10x Reaktionspuffer und 
EDTA (25mM)      MBI Fermentas 
FKS        Biochrom 
Hühnchenserum      Sigma-Aldrich 
Kollagenase Typ IV      CellSystems   
Mausserum       DKFZ-Heidelberg 
Pferdeserum       Sigma-Aldrich 
RedTaq® DNA-Polymerase mit 10x Reaktionspuffer Sigma-Aldrich 
RNase H (5U/ul)      Promega 
Superase·IN (20U/ul)      Ambion 
Superscript IITM Reverse Transkriptase, RNAse H-  
mit 5x Reaktionspuffer und DTT (100mM)   Invitrogen 
T4gp32       USB 
Trypsin (2,5 %)      ICN 
Ziegenserum       Sigma-Aldrich 
2.6 PCR primer 
Die folgenden Primersequenzen detektieren Gene der Maus:  
AIRE (477 bp) 
Forward   5’ - ACC ATG GCA GCT TCT GTC CAG - 3’ 
Reverse   5’ - GCA GCA GGA GCA TCT CCA GAG - 3’ 
Annealing-Temperatur: 66 ˚C 
 
ß-Aktin (208 bp) 
Foward   5’ - CGT GGA CAT CCG TAA AGA CC - 3’ 
Reverse   5’ - ACA TCT GCT GGA AGG TGG AC - 3’ 
Annealing-Temperatur: 55 ˚C 
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Albumin (430 bp) 
Forward      5’ - GTA GAA GAG CCT AAG AAC TTG G - 3’ 
Reverse   5’ - TAA TCT GCT TCT CCT TCT CTG G - 3’ 
Annealing-Temperatur: 58 ˚C 
Casein alpha (640 bp) 
Forward   5’ - CAA GTG AGG AAT CTG AGG AAG C - 3’ 
Reverse   5’ - TCA GTA TCC TTG GAG ACA ATG G - 3’ 
Annealing-Temperatur: 58 ˚C 
Casein beta (425 bp) 
Foward   5’ - TCA TCC TCG CCT GCC TTG TG - 3’ 
Reverse   5’ - GCT GGG GAT TTG AGA GTT TAT GAG - 3’ 
Annealing-Temperatur: 60 ˚C 
Casein gamma (420 bp) 
Forward   5’ - CTC TGG CAA AGC ACG AAA TAA AG - 3’ 
Reverse   5’ - GGG GGA TGG TGA CCT GTT GAT A - 3’ 
Annealing-Temperatur: 59 ˚C 
Casein kappa (353 bp) 
Forward   5’ - ACC CAG ATT CAA ACT GCC GTG G - 3’ 
Reverse   5’ - CAC AAT GGG AGT AAT GGG GTC G - 3’ 
Annealing-Temperatur: 60 ˚C 
Αlpha-Fetoprotein (604 bp) 
Forward   5’ - CTG GAT GTC AGG ACA ATC TG - 3’ 
Reverse   5’ - AAA CAG ACT TCC TGG TCC TG - 3’ 
Annealing-Temperatur: 60 ˚C 
GAD67 (482 bp) 
Forward   5’ - TGC AAC CTC CTC GAA CGC GG - 3’ 
Reverse   5’ - CCA GGA TCT GCT CCA GAG AC - 3’ 
Annealing-Temperatur: 64 ˚C 
H19 (518 bp) 
Forward   5’ - GCT GGC GCC TTG TCG TAG AA - 3’     
Reverse   5’ - AGG GGG TAA ATG GGG AAA CAG AGT - 3’ 
Annealing-Temperatur: 58 ˚C 
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IgF2 (601 bp) 
Forward   5’ - GGC CCC GGA GAG ACT CTG TGC - 3’  
Reverse   5’ - TGG GGG TGG GTA AGG AGA AAC CT - 3’ 
Annealing-Temperatur:  60 ˚C 
Insulin 1 und 2 (370/377 bp) 
Forward   5’ - CAG CCC TTA GTG ACC AGC - 3’ 
Forward 2   5’ - CAG CCC TAA GTG ATC CGC - 3’ 
Reverse   5’ - TCT CCA GCT GGT AGA GGG - 3’ 
Annealing-Temperatur: 58 ˚C 
IRBP (379 bp) 
Forward   5’ - CGG CCC CAC CTC CTC CAT C - 3’ 
Reverse   5’ - TGT CAC GCC CAC CCC TTC C  - 3’ 
Annealing-Temperatur: 62 ˚C 
IgF2 (601 bp) 
Forward   5’ - GGC CCC GGA GAG ACT CTG TGC - 3’ 
Reverse   5’ - TGG GGG TGG GTA AGG AGA AAC CT - 3’ 
Annealing-Temperatur: 60 ˚C 
Smr1(MSG1) (442 bp) 
Forward   5’ - TCT TAG GCC TCT GCA TTC TTG TAG - 3’ 
Reverse   5’ - CAG TGC TTT GGT TGA TTT TAT TCT - 3’ 
Annealing-Temperatur: 54 ˚C 
Smr2a (402 bp) 
Forward   5’ - GGT ATT TGT CCT CTG GGT TCT TAT - 3’ 
Reverse   5’ - ATT TTG AGC TTT GGC AGT AGT TG - 3’ 
Annealing-Temperatur: 58 ˚C 
Sultn (310 bp) 
Forward   5’ - AGG TAT CCC TCT CTT TTG GAG C - 3’ 
Reverse   5’ - CCA GAA TGA GGA AGG AAG CAG C - 3’ 
Annealing-Temperatur: 61 ˚C 
Ugt2a1 (632 bp) 
Forward   5’ - TTG GCT AAT GCG AAC CTA TTG G - 3’ 
Reverse   5’ - ACT CAA TCC AGA AGA CTG CTC G - 3’ 
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Annealing-Temperatur: 58 ˚C 
Ugt2b5 (372 bp) 
Forward   5’ - CCA GAA TGA CCT CCT TGG - 3’ 
Reverse   5’ - GTT ATG TCC AAG TGG TCT CAG G - 3’ 
Annealing-Temperatur: 56 ˚C 
 
Folgender Primer diente zur Detektion eines humanen Gens: 
ß-Aktin (208 bp) 
Forward   5’ – CGT GGA CAT CCG TAA AGA CC –3’ 
Reverse   5’ – ACA TCT GCT GGA AGG TGG AC –3’ 
Annealing-Temperatur: 58 ˚C  
 
Die Primer wurden versucht so zu entwerfen, dass sie über einer Exon-Intron Grenze 
liegen. Alle Primer wurden vom Oligonukleotidsynthese-Service am DKFZ hergestellt.  
2.7 Echtzeit (Real-time) PCR primer 
Die folgenden Primer sind für die Analyse von humanen Genen entworfen: 
AIRE  (108 bp; NM_000383- Konzentrationsverhältnis 900/900) 
Forward  5’ - CTG ATG AGA GAG TGC TGA GAA GGA - 3’ 
Reverse  5’ - GTT TAC AGC CGA GCA CTG ACA A - 3’ 
CEACAM3 (69 bp; NM_001815 - 900/900) 
Forward  5’- CAG CCT CAC TTC TAA ACT TCT GGA A - 3’ 
Reverse  5’ - TGA GCG GCA TGG ATT CAA TA - 3’ 
CEACAM4 (76 bp; NM_001817 - 900/900) 
Forward  5’ - ACT GCC AGA TCG ACC ACA AAG - 3’ 
Reverse  5’ - ACG CTC CAT CAA CCC ACA A - 3’ 
CEACAM5 (108 bp; NM_004363 - 300/300) 
Forward  5’ - TCC AGA ACT CAG TGA GTG CAA AC - 3’ 
Reverse  5’ - CTC CCG AAA GGT AAG ACG AGT C - 3’ 
CEACAM6 (92 bp; NM_002483 - 300/900) 
Forward  5’- ATA TGT GCC AAG CCC ATA ACT C - 3’ 
Reverse  5’ - AGC TGA GAG GAC AGG AGC ACT T - 3’ 
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CEACAM7 (74 bp; NM_006890 - 900/900) 
Forward  5’- CTG CTC ACA GCC TCG CTT TTA A - 3’ 
Reverse  5’ - GAA CGG CAC GAC ATC AAT ATT G - 3’   
CEACAM8 (76 bp; NM_001816 - 900/900) 
Forward  5’ - GGC TCA TCT CCA CAG AGG AGA A - 3’ 
Reverse  5’- ATG CGC CAT CTG CAG GAA - 3’ 
Collagen II (98 bp; NM_001844 - 300/900) 
Forward  5’ - CAA CAC TGC CAA CGT CCA GA - 3’ 
Reverse  5’ - CCA GAT AGG CAA TGC TGT TCT TG - 3’ 
Casein alpha (75 bp; NM_001890 - 900/900) 
Forward  5’ - GTG GCA GAG CCT GAG AAG ATG - 3’ 
Reverse  5’ - TTC CGC ACA CTT ACT GAG AGA CA - 3’ 
GAD67 (77 bp; NM_013445 - 300/50) 
Forward  5‘ - TTT GAT CGC TCC ACC AAG GT - 3’ 
Reverse  5’ - TCC AAG TTG AAG CCC TCC AT - 3’ 
GAPDH (87 bp; NM_002046 - 900/900) 
Forward  5’ - TCG ACA GTC AGC CGC ATC T - 3’ 
Reverse  5’ - CCG TTG ACT CCG ACC TTC A - 3’ 
Sonde   5’ - CGT CGC CAG CCG AGC CAC AT - 3’ 
GRIK5 (79 bp; NM_002088 - 900/900) 
Forward  5’ - ACA TCA ACC TGT CGC AGA CAC T - 3’ 
Reverse  5’ - CGG CGC ATG ACG TAT GG - 3’ 
Insulin (88 bp; NM_000207 – 900/300) 
Forward  5’ - GCA GCC TTT GTG AAC CAA CA - 3’ 
Reverse   5’ - GTG TGT AGA AGA AGC CTC GTT CC - 3’ 
MUC1 (94 bp; NM_002456 – 300/300 mit Sonde ) 
Forward  5’ - CTT TCT TCC TGC TGC TGC TCC T - 3’ 
Reverse  5’ - AGC CGA AGT CTC CTT TTC TCC A - 3’  
Sonde   5’ - AGC TTG CAT GAC CAG AAC CTG TAA CAA CTG T-3’ 
MUC4 (95 bp; NM_138299.1 – 900/300) 
Forward  5’ - AGA GGT ATC GCC CTG ATA GAT TCC - 3’ 
Reverse  5’ - ACG GTA GTT GGG CCT TTC TTC - 3’ 
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RFPL2 (141 bp; NM_006605 - 300/300) 
Forward  5’ - ACA AAA TCA GGC GCA ATC G - 3’ 
Reverse  5’ - TGG CTG TGT TGG CAT CCA - 3‘ 
SGLT1 (84 bp; NM_000343 - 900/900)  
Forward  5’ - GCC GAT ATC TCC ATC ATC GTT AT - 3’ 
Reverse  5’ - AGT CCC ACG ATT GGT GGA AA - 3’ 
SLC5A4 (75 bp; NM_014227 - 300/900) 
Forward  5’ - TCC TCG CTG GTC GTG ATA TG - 3’ 
Reverse  5’ - AGT GGT TGC TGC CGA TGT TAC - 3’ 
SP1 (145 bp; NM_138473 - 50/900) 
Forward  5’- GCC AGA GAC ATA TGG GCC ATA - 3’ 
Reverse  5’ - GGA CCC CAT CTC CTC TCT TGT - 3’ 
TRIM46 (137 bp; NM_ 025058 – 900/900) 
Forward  5‘ - GAC CAG CCT TGC TTT GTG C - 3’ 
Reverse  5’ - GGA ATG TCT GGA GGG CTT CAG - 3’ 
THBS3 (91 bp; NM_007112 – 900/900)  
Forward  5’- GCC TCT GTT GTA GGC AAG ATC A - 3’ 
Reverse  5’ - GGC CCG CTT GCT GTA GGT - 3’ 
Tff3 (91 bp; NM_003226 – 50/300) 
Forward  5’ - GCC AGG CAC TGT TCA TCT CA - 3’ 
Reverse  5’ - CGT TAA GAC ATC AGG CTC CAG ATA - 3’ 
XP_377716.2 (70 bp; 50/900) 
Forward  5’ - TTC GGC AGT CTG TCC AAC CT - 3’ 
Reverse  5’ - GTC CCC GAG GCA TTT TGA A - 3’ 
2.8 Nukleotide und Nukleinsäuren 
(dT)20-Primer (500ug/ml)     DKFZ-Heidelberg 
dNTP (10mM)      MBI-Fermentas 
dNTP (2mM)       MBI-Fermentas 
Gesamt-RNA verschiedener humaner Organe  Stratagene 
Random-Hexamer primer (100ug/ml)   Amersham 
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2.9 Kits und Standards 
Alexa Fluor® 488 Protein Labeling Kit                         Molecular Probes/Invitrogen 
Alexa Fluor® 647 Protein Labeling Kit   Molecular Probes/Invitrogen 
Alexa Fluor® 647 Monoclonal Protein labeling Kit  Molecular Probes/Invitrogen 
Alexa Fluor® 680 Protein Labeling Kit   Molecular Probes/Invitrogen 
Avidin/Biotin Blocking Reagent    VectorLaboratories 
GeneRulerTM 100bp DNA ladder plus (500mg/l)  MBI-Fermentas 
High Pure RNA Isolation Kit    Roche 
Absolute RNA Nanoprep Kit     Stratagene 
2.10 Chemikalien 
Aceton       Riedel-de Haën 
Agarose       Invitrogen 
DEPC        Sigma  
DMEM       Invitrogen/GIBCO 
EDTA        Sigma 
Ethanol (absolut, zur Analyse)    Riedel-de Haën 
Ethidiumbromid (10 g/l)     Roth 
Eosin Y       Merck 
Glycerolgelatine      Merck 
Hematoxylin       Merck 
HEPES       Biochrom 
Hoechst 33342      Sigma 
LPA        Ambion 
ß-Mercaptoethanol      Sigma 
Methanol (zur Analyse)     Riedel-de Haen 
NaCl        Fluka 
Natriumacetat (3M)      Sigma  
Natriumazid       Merck 
Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol (25:24:1)  Ambion 
Propidiumiodid      Sigma 
RPMI 1640       Invitrogen/GIBCO 
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Trizol®       Invitrogen 
Trypanblau       Merck 
Tween 20 (10%)      Gerbu   
2.11 Geräte 
ABI 7300        Applied Biosystems 
FACSVantage SE      Becton Dickinson 
FACSDiva       Becton Dickinson 
Fluoreszenzmikroskop (Axioplan 2 mit AxioCam)  Zeiss 
Gelelektrophorese-Kammer     AGS 
GeneAmp® 5700 Sequence Detector   Applied Biosystems 
Kryostat (CM 3050 S)     Leica 
PALM Micro Beam IP230V Z    PALM 
Lumi-ImagerTM F1 Workstation    Roche 
Magnetrührer (MR 2000)     Heidolph 
PCR-Maschine DNA Engine Tetraed   MJ Research 
Photometer (GeneQuant pro)     Amersham 
Spannungsgeber (EPS 500/400)    Pharmacia 
Sterilbank (Laminar Air Flow Class 100)   Gelman 
Tischheizblock      Grant 
Tischmikroskop      Zeiss 
Tischzentrifuge (Biofuge fresco)    Heraeus 
Wasserbad (Thermomix® M)    Braun 
Zentrifuge (Rotanta 5300)     Hettich 
2.12 Software 
Adobe Photoshop 7.0      Adobe  
AxioVision 3.1      Zeiss 
CellQuestTM 3.3      Becton Dickinson 
EditSeq       DNASTAR 
Prism 3.0       GraphPad  
PALM®Robo       PALM 
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Primer Express 1.0 & 2.0     Applied Biosystems 
FlowJo 6.4.1       TreeStar 
LumiAnalyst 3.0      Roche 
MegAlign       DNASTAR  
Microsoft® Excel 2000     Microsoft 
PrimerSelect       DNASTAR 
System Software 7300 SDS     Applied Biosystems 
Zeiss Image Browser      Zeiss 
2.13 Verbrauchsmaterialen 
ABI PRISM 96-well Optical Reaction Plate    
und Optical Caps      ABI 
Cell Strainer-Cap tubes (5 ml)    Becton Dickinson 
Dialyseschläuche      Fisher Scientific 
Einwegskalpelle      Feather 
Einwegpipetten, steril     Becton Dickinson 
Filterspitzen, alle Größen     MBP     
Gaze (PA-60 Nybolt)      Eckert   
Glasobjektträger (76 x 26 mm)    Lankenbrinck 
Histobond-Objektträger     Marienfeld Laborglas 
klare Zentrifugen-Röhrchen (50 ml)    Becton Dickinson 
Mikroskopische Deckgläser (22 x 50 mm)   Lankenbrinck 
Membran-Objektträger     PALM 
Pasteurpipetten (230 mm)     WU Mainz 
PCR-Reaktionsgefäße (200 µl)    BIOzym 
Petrischalen       TRP 
Phase Lock Gel Heavy (0.5 ml)    Eppendorf 
RNAseZAP®       Ambion 
Rundbodenröhrchen      Nunc 
Safe Lock Reaktionsgefäße (0.5, 1.5 und 2.0 ml)  Eppendorf 
Sterilfilter (0.2 µm und 0.45 µm)    Millipore 
TissueTek®       Sakura 
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Zentrifugen Röhrchen (15 und 50 ml)   TRP 
2.14 Puffer, Lösungen und Medium 
Allgemein 
 
DEPC-Wasser (RNAse-frei)  0.1 % (v/v) DEPC in H2O 
     über Nacht rühren und anschließend autoklavieren  
 
NaCl, konzentriert   > 5M NaCl 
 
PBS     140 mM NaCl 
     2.7 mM KCl 
     6.5 mM Na2HPO4 
     1.5 mM KH2PO4 
     pH: 7.2-7.4 
  
Immunhistologie 
 
PBS + Tween 20        0.1 % (v/v) Tween 20 in PBS, pH 7.4 
 
 
Isolierung von Thymus-Epithelzellen 
 
RPMI 1640-Medium + FKS  5% fötales Kälberserum (FKS) 
      10 mM HEPES 
     50 µM ß-Mercaptoethanol 
     50 µg/ml Streptamycin 
     50 U/ml Penicillin 
 
Kollagenase-Gebrauchslösung 0.2 mg / ml Kollagenase IV 
     10 mM HEPES 
     2 % FKS (v/v) 
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     in RPMI-1640 Medium 
     pH: 7.3 
 
Kollagenase/Dispase-Gebrauchslösung 
     0.2 mg / ml Kollagenase IV 
     0.2 mg / ml Dispase Grade I 
     25 µg / ml DNase 
     10 mM HEPES   
     2 % FKS (v/v) 
     in RPMI-1640 Medium 
     pH: 7.3   
 
Trypsin-Gebrauchslösung  0.05 % Trypsin 
     0.5 mM EDTA 
     0.3 % BSA 
     50 µg / ml Dnase 
     in PBS 
     pH: 7.3 
 
FACS-Puffer    2 % FKS (v/v) 
0.1 % NaN3 
in PBS 
 
Trypanblau    0.2 % Trypanblau 
     150 mM NaCl 
     pH: 7.0 
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Agarose-Gelelektrophorese 
 
50 x TAE-Puffer   2 M Tris 
     250 mM Natriumacetat 
     50 mM EDTA 
     pH: 7.8 
 
Agarose-Gel    1.4 % (w/w) Agarose in 1 x TAE 
     3 µl Ethidiumbromid (10 mg/ml)   
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3 Methoden 
3.1 Konjugation von Antikörpern 
3.1.1 Antikörperkonjugation mit Alexa Fluor® Farbstoffen 
Es wurde jeweils 1 mg/ml der gereinigten MHC Klasse II I-Ab und I-Ad Antikörper 
und der MUC1- sowie CEA-Antikörper (freundlicherweise von Dr. Wilfred Germeraad 
zur Verfügung gestellt) mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 488 nach den 
Herstellerangaben konjugiert.  
Ebenso wurden die monoklonalen Antikörper MUC1 und CEA, jeweils 100 µg in 
einem Volumen von 100 µl, mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 647 nach den 
Herstellerangaben konjugiert.  
Der gereinigte HLA-DR-Antikörper (1 mg/ml, freundlicherweise von Dr. Gerd 
Moldenhauer zur Verfügung gestellt) wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa 
Fluor® 680 konjugiert.  
Die Aufreinigung aller konjugierten Antikörper wurde mit dem beigefügten 
Säulenmaterial bewirkt. 
3.2 Aufreinigung von Thymuszellen aus frischem humanen 
Thymusgewebe 
3.2.1 Isolation von humanen Thymusepithelzellen 
Das Thymusgewebe wurde von der Universitätsklinik Heidelberg, Abteilung 
Herzchirurgie unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. med. S. Hagl, freundlicherweise 
zur Verfügung gestellt. Die Thymi fielen im Laufe einer Herzoperation von Kindern bis 
zu sechs Jahren an und wurden direkt im Operationssaal entgegen genommen. Für den 
Transport wurde das Gewebe sofort in kleinere Stücke geschnitten und in RPMI 1640-
Medium + 5 % FKS auf Eis gelegt. Dies sollte die ausreichende Sauerstoffversorgung 
des Gewebes gewährleisten.  
Das Gewebe wurde in einen auf Eis gestellte Petrischalendeckel gelegt und mit einer 
gebogenen Schere in eine breiige Masse zerschnitten. Für das Lösen der Thymozyten 
aus dem Gewebe wurde der Gewebebrei in einen Erlenmeyerkolben mit einem 
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Rührfisch überführt und in ein eisgefülltes Becherglas auf einen Magnetrührer gestellt. 
Die Petrischale wurde mit Medium nachgespült und das Medium ebenfalls in den 
Erlenmeyerkolben überführt. Der Thymusbrei wurde mit 100 ml RPMI 1640-Medium 
bedeckt und für 10 Minuten langsam gerührt. Der Überstand, der freie Thymozyten und 
aufschwimmendes Kapsel- und Fettgewebe beinhaltet, wurde abgenommen und 
verworfen. Dieser Schritt wurde ein zweites Mal wiederholt und der Überstand erneut 
abgenommen. Zum Auslösen von dendritischen Zellen und Makrophagen aus dem 
Gewebeverband wurde der Thymusbrei mit 25 ml Kollagenase-Dispase-Mix in einem 
37 °C warmen Wasserbad, welches auf einem Magnetrührer steht, für 20 Minuten 
vorsichtig gerührt. Der Überstand wurde abgenommen und verworfen. Dieser Verdau 
wurde noch zweimal durchgeführt. Das übrige Gewebe wurde nun mit Trypsin verdaut, 
um die Epithelzellen zu isolieren. Dafür wurden 15 ml Trypsin auf das Gewebe gegeben 
und vorsichtig bei 37 °C im Wasserbad für 10 Minuten gerührt. Der Überstand des 
Trypsin-Verdaus wurde abgenommen und in ein zur Hälfte mit Medium gefülltes 50-ml 
Röhrchen überführt. Die Zellen wurden sofort in FKS-haltiges Medium überführt. Vor 
dem Waschen der Zellen wurden diese durch einen 60 µm-Gazefilter in ein neues 50-ml 
Röhrchen filtriert. Die Zellen wurden nun für 10 min bei 390 g zentrifugiert. Das 
Zellsediment wurde in 20 ml RPMI-Medium aufgenommen und auf Eis gestellt. Die 
Behandlung der Zellen mit Trypsin wurde mindestens viermal wiederholt. Nach dem 
letzten Trypsin-Verdau wurden die Zellen aus den Trypsin-Fraktionen drei und vier 
vermischt, mit FACS-Puffer gewaschen und anschließend in 10 ml FACS-Puffer 
aufgenommen. In einer Neubauer-Zählkammer wurden die Zellen ausgezählt.  
Um eine Anreicherung von Epithelzellen und eine Reduktion von hämatopoetischen 
Zellen, die ebenfalls im Trypsin-Verdau aufzufinden sind, zu erzielen, wurden anti-
CD45 Beads eingesetzt.  
3.2.2 Anreicherung von medullären Epithelzellen anhand von anti-CD45 Beads 
Für die Depletion der hematopoietischen Zellen wurde entsprechend dem ausgetesteten 
Verhältnis von 1:1 (Zellen:Beads) eine Anzahl von circa 2 x 109 Zellen für die Isolation 
der Epithelzellen eingesetzt. Die Zellen wurden aus dem dritten und vierten Trypsin-
Verdau entnommen, da hier die Anreicherung der Epithelzellen am höchsten ist. Falls 
die Zellzahl von beiden Fraktionen zu gering war, wurden Zellen aus den vorigen oder 
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nachfolgenden Fraktionen abgenommen. Die ausgezählten Zellen wurden in einem 
Röhrchen nochmals gemeinsam gewaschen, danach in 10 ml FACS-Puffer 
aufgenommen und auf Eis gestellt. In der Zwischenzeit wurden 5 ml Beads (1 ml dieses 
Präparates entsprechen 1 x 108 Beads) steril unter der Werkbank abgenommen und in 
30 ml FACS-Puffer aufgenommen. Die Beads, in ein 50-ml Röhrchen gefüllt, wurden in 
einen Magneten gestellt, der die Beads an einer Seite des Röhrchens sammelt. Der 
Puffer aus dem Röhrchen wurde vorsichtig abgegossen, indem der Magnet mit dem 
eingeklemmten Röhrchen langsam umgekippt wurde. Das Röhrchen wurde aus dem 
Magnet entnommen und die Beads ein weiteres Mal mit FACS-Puffer resuspendiert. 
Danach wurden die Beads wieder in den Magneten gestellt. Dieser Waschvorgang 
wurde insgesamt dreimal wiederholt. Nach dem Waschen wurden die Beads in 5 ml 
FACS-Puffer aufgenommen, mit der 10 ml-Zellsuspension vermischt und auf zwei 15-
ml Rörchen aufgeteilt. Diese wurden auf einem Schüttler bei 4 °C für 20 min 
gleichmäßig vermischt. Das Zellen-Beads-Gemisch wurde für einige Minuten in den 
Magneten gestellt, bis sich die Beads an der Wand des Röhrchens abgesetzt hatten. So 
konnte der Überstand in ein neues 50-ml Röhrchen abgegossen werden. Die Beads 
wurden noch ein zweites Mal gewaschen, auch hier wurde der Überstand vorsichtig 
abgenommen und jeweils mit den vorigen Überständen vereinigt. Die Überstande 
wurden bei 390 g für 10 min abzentrifugiert. Dieses Sediment beinhaltete nun einen 
hohen Anteil an Epithelzellen.  
Für das Sortieren der Zellen mit Hilfe eines Sorters, wurden die Zellen mit folgenden 
Antikörpern gefärbt. Vor der Färbung wurden die Zellen mit 5 % Mausserum (in 
FACS-Puffer) für 15 min auf Eis blockiert, da alle Antikörper in der Maus generiert 
wurden. Wenn die Zellen nach dem Sortieren zur Bearbeitung von Zytospins 
weiterverwendet wurden, wurde anstatt 5 % Mausserum mit 5 % IgG freiem BSA 
blockiert. Dies konnte die unspezifische Bindung von Antikörpern stark reduzieren und 
ermöglichte zusätzlich eine größere Auswahl für angewandte Zweitreagenzien.  
Zwischen allen Blockierungs- bzw. Färbeschritten wurden die Zellen für 10 min bei  
390 g mit FACS-Puffer gewaschen.  
Für das Sortieren von humanen mTEZ, wurde folgendes Färbeschema angewandt: 
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1. Färbeschritt: anti-EpCAM-biotin (1:100 in FACS-Puffer) 
   anti-CD45-CyChrome (1:100) 
 
2.Färbeschritt:  anti-CDR2-Alexa 488 (1:100) 
   sav-PE (1:100) 
 
Zur Isolation der mTEZ-Subpopulationen, wurde ein modifiziertes Schema verwendet: 
 
1. Färbeschritt:  anti-EpCAM-biotin (1:100) 
   anti-CD45-PerCP (1:5) 
   anti-CDR2-Alexa 488 (1:100) 
 
2. Färbeschritt: sav-PE (1:100)  
Abhängig von der zu untersuchenden Subpopulation wurde 
anti-MUC1-Alexa 647 (1:100),  
anti-CEA-Alexa 647 (1:100) oder 
anti-HLA-DR-Alexa 647 (1:500) eingesetzt. 
     
Um eine Fünf-Farben-Analyse durchzuführen, konnte zusätzlich der Alexa 680 
konjugierte-HLA-DR Antikörper im letzten Färbeschritt beigefügt werden. 
Für die Färbung mit dem polyklonalen anti-SGLT1 Antikörper, wurden folgende 
Färbeschritte angewandt: Zuerst wurden die Zellen mit 5 % Ziegenserum (im Falle von 
Zytospin Präpäration wurde 5 % IgG freies BSA verwendet) für 15 min auf Eis 
blockiert. 
 
1. Färbeschritt: Kaninchen anti-human SGLT1 (1:200) 
   Negativ-Kontrolle wurde nur mit FACS-Puffer inkubiert. 
 
2. Färbeschritt: Ziege anti-Kaninchen IgG-Alexa 647 (1:100) 
 
Jetzt wurden die Zellen zusätzlich mit 5 % Mausserum blockiert, da alle folgenden 
Antikörper in der Maus generiert wurden.  
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3. Färbeschritt: anti-EpCAM-biotin (1:100) 
   anti-CD45-PerCP (1:5) 
 
4. Färbeschritt: anti-CDR2-Alexa 488 (1:100) 
   sav-PE (1:100) 
 
Nach den jeweils 15-minütigen Färbungen auf Eis, wurden die Zellen in FACS-Puffer 
gewaschen und in circa 2 ml FACS-Puffer aufgenommen. 
Kurz vor dem Sortieren wurde die Zellsuspension nochmals filtriert und durch Zugabe 
von Propidiumiodid (1 µg/ml) wurden die toten Zellen fluoreszierend markiert.  
Die folgenden Abbildungen zeigen die ausgewählten Sortierbereiche für die 
entsprechenden Populationen. Die Zellen wurden zuerst anhand des Forward/Side 
Scatters nach ihrer Größe und Granularität ausgewählt. Kleinere Zellen, wie 
Thymozyten, wurden ausgeschlossen.  
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Abbildung 3.1 Darstellung der ausgewählten Sortierbereiche für humane mTEZ und kTEZ         
Die ausgewählten Bereiche zum Sortieren sind hier angezeigt. Zuerst wurden die Zellen auf CD45 
negativ begrenzt und im Anschluss mTEZ bzw. kTEZ anhand ihrer phänotypischen Oberflächenmarker 
EpCAM bzw. CDR2 unterteilt und isoliert. Somit ergaben sich CD45-CDR2-EpCAM+-mTEZ und CD45- 
EpCAM+CDR2+-kTEZ. 
 
Die Bereiche für die Isolation der verschiedenen Subpopulationen sind bis auf die 
Ausnahme des Markers CD45-PerCP, der für diese Färbekombination verwendet 
werden musste, gleich. Nach Auswahl der mTEZ (Abb. 3.2) wurde weiter auf die 
entsprechenden Marker abgegrenzt, was im Ergebnisteil Abbildung 4.22 näher gezeigt 
wird. Ein weiteres Experiment unterteilte humane mTEZ anhand des HLA-DR  
Methoden 30 
Moleküls in HLA-DR-positive (HLA-DRlow) und HLA-DR-negative (HLA-DRhigh) 
Zellen. Diese Unterteilung wird in der nächsten Abbildung 3.2 dargestellt.  
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Abbildung 3.2 Darstellung der ausgewählten Bereiche zur Unterteilung von HLA-DRlow- und HLA-
DRhigh-mTEZ                                                                                                                                                
Zu erkennen ist die Auswahl von mTEZ mittels ihrer CD45- und CDR2-EpCAM+ Expression (lila Bereich 
im mittleren Bild). Weiterhin wurden für bestimmte Experimente die mTEZ in HLA-DRlow- und HLA-
DRhigh- Populationen unterteilt. Diese Regionen sind im rechten Bild angezeigt. Beide Sortierregionen 
wurden so gewählt, dass sie einen ähnlichen Prozentsatz an Zellen umfassten.  
3.3 Morula-Morula Chimäre 
3.3.1 Isolation der Morulae  
Zur Herstellung von Morula-Morula Chimären, wurden sowohl Balb/c- als auch 
C57Bl/6-Morulae isoliert. Dafür wurden die Spenderweibchen am 1. Tag mit 
Hormonen behandelt (superovuliert) und mit Männchen für eine Nacht verpaart. 
Gleichzeitig wurden die Ammenmütter verpaart. Am nächsten Tag wurden die Ammen 
auf ihren Vaginalpfropf kontrolliert.  
3.3.2 Herstellung der Aggreagtionsplatten  
Am 3. Tag des Protokolls wurden die Platten für die Aggregation vorbeireitet. Dazu 
wurden 16 Mikrotropfen (10-15 µl/Tropfen) des KSOM Mediums in eine 35 mm Schale 
gegeben, die mit embryo-getestetem Mineralöl bedeckt wurden. Mit einer speziell 
angefertigten Nadel wurden kleine Löcher in die Plastikschale gebohrt, etwa 8-10 pro 
Tropfen Medium. Die Schalen werden dann für mehrere Stunden im Inkubator 
aufbewahrt.  
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3.3.3 Aggregation der zonafreien Morulae 
Die Morulae wurden am 2.5 dpc (days post copulation; Tage nach Verpaarung) den 
Mäusen entnommen. Um die Zona pellucida der Embryos zu entfernen, wurden die 
Morulae mittels einer Säurelösung verdaut. Hierfür wurden in einem Deckel einer 35- 
oder 50 mm Petrischale 4 Reihen mit Tropfen von verschiedenen Lösungen angesetzt. 
Die erste Reihe bestand aus M2-Medium, die nächsten beiden Reihen aus Tyroid’s Acid 
(aTs) und die letzte wieder aus M2-Medium. 
Zu einem Tropfen (200 µl) von M2-Medium wurden 20-50 Morulae dazugegeben. 
Danach wurden diese in Tyrode’s Acid (aTs) überführt. Im nächsten Schritt wurden die 
Morulae in einem weiteren Tropfen (aTs) gewaschen, indem sie vorsichtig mit der 
Pipette hoch und runter pipettiert wurden. Die Morulae wurden unter dem Mikroskop 
beobachtet bis sich die Zona pellucida aufgelöst hatte (nach ungefähr 1 min). Dann 
wurden die zonafreien Embryonen zum letzten Tropfen M2-Medium transferiert. Dabei 
ist zu beachten, dass die Embryonen sich nicht gegenseitig berühren. Bevor die Morulae 
mit KSOM Medium sorgfältig gewaschen werden konnten, mussten die Embryonen 
durch weitere Waschschritte in M2 bearbeitet werden. Die Embryonen wurden bis zur 
weiteren Bearbeitung in KSOM Medium gehalten und in die Vertiefungen der 
Aggregationsplatten pipettiert. Die Platten wurden im Anschluss im Inkubator 
aufbewahrt.  
Die Morulae des zweiten Mausstammes wurde ebenfalls von der Zona befreit und auf 
die Aggregationsplatten transferiert. Diese Embryonen wurden in direkte Nachbarschaft 
der Embryonen des ersten Mausstammes platziert. Die Aggregationskulturen wurden 
über Nacht inkubiert.  
3.3.4 Herstellung von chimären Mäusen 
Nach einem Tag wurden die chimären Embryonen in die narkotisierten, 
scheinträchtigen Ammenmütter (0,5 bis 2,5 dpc) transferiert, indem 8-10 Embryonen 
pro Uterushorn eingesetzt wurden.  
Die ausgetragenen Embryonen der Ammen wurden am Tag 7-9 zuerst anhand ihrer 
Fellfarbe auf ihren chimären Anteil bestimmt. Die Chimären, die einen stark 
unausgewogenen Chimerismus besaßen (1 bis 5 % eines Stammes), wurden für diese 
Studie ausgewählt und durch Dekapitation getötet. Das Thymusgewebe wurde den 
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Tieren sofort entnommen und in TissueTek auf Trockeneis eingefroren. Bis das Gewebe 
weiter verarbeitet werden konnte, wurde es bei –80 ºC gelagert. Parallel wurde den 
Tieren die Milz entfernt, um den B-Zell Chimerismus der Mäuse zu bestimmen. 
3.3.5 Bestimmung des Chimerismus anhand von B-Zellen aus der Milz 
Die frisch entnommene Milz der Chimäre und von jeweils einem Kontrolltier des 
C57Bl/6- und des Balb/c-Stammes wurden getrennt in Petrischalen, gefüllt mit RPMI + 
2 % FKS Medium, auf Eis gestellt und mit einer Schere zerkleinert, das 
Gewebegemisch durch ein 70 µm-Sieb gegeben und in ein 15 ml Gefäß überführt. Das 
Sieb wurde im Anschluss gründlich mit Medium abgewaschen und alle Gewebereste 
wurden ebenfalls in das Gefäß überführt. Das Zellgemisch wurde einmal mit FACS-
Puffer für 5 min bei 420 g gewaschen und dann mit folgenden Antikörpern für 15 min 
auf Eis gefärbt. 
 
1. Färbeschritt:  anti-CD19-biotin (1:100) 
Danach folgte ein Waschschritt mit FACS-Puffer für 5 min bei 420 g. 
 
2. Färbeschritt:  anti-I-Ad-PE (1:100) 
    anti-I-Ab-Alexa 488 (1:100) 
    sav-PE-Cy5 (1:100) 
 
Ein erneuter Waschschritt schloss sich an, bevor die Zellen in 100 µl FACS-Puffer 
aufgenommen wurden und im FACSCalibur analysiert werden konnten. Die 
Durchflußzytometrie (FACS-) Daten wurden mit Hilfe des Software-Programms 
FlowJo® ausgewertet werden.     
3.4 Immunhistologie 
3.4.1 Zytospins von isolierten humanen medullären Thymusepithelzellen 
Die sortierten Thymusepithelzellen wurden für 10 min bei 750 g abzentrifugiert und in 
PBS aufgenommen, so dass jeweils 30 000 Zellen in einem Volumen von 300 µl Puffer 
konzentriert waren. Die Zytospintrichter wurden mit den Objektträgern und den 
dazugehörenden Filterpapieren zusammengebaut und in den Zytofugenbehälter 
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eingesetzt. Hierfür wurden Histobond Objektträger verwendet, die die Adhäsion der 
Zellen verbessern. 300 µl der Zellsuspension wurden in die Plastiktrichter pipettiert und 
bei 700 U/min für 3 min in einer Zytofuge auf die Objektträger zentrifugiert. Im 
Anschluss wurden die Objektträger vorsichtig entnommen und sofort bei –20 °C 
eingefroren.  
3.4.2 Gefrierschnitte von murinem Thymusgewebe 
Das Thymusgewebe wurde aus dem Thorax von getöteten Mäusen entnommen, sofort 
in Tissue-Tek eingebettet und auf Trockeneis eingefroren. Danach wurde das Gewebe 
für mindestens drei weitere Stunden bei –80 °C gelagert, damit das Gewebe vollständig 
gefroren war bevor es weiter behandelt wurde.  
Zur Anfertigung von Gefrierschnitten wurde das Gewebe für 20 min im Kryostat auf 
eine Temperatur von –22 °C aufgewärmt. Die 5 µm dicken, seriellen Schnitte wurden 
bei dieser Temperatur auf einen Objektträger aufgezogen. Bis zur weiteren Anwendung 
wurden die Schnitte bei –20 °C gelagert.   
Für die Untersuchung von medullären Arealen anhand von Laser-Mikrodissektion 
wurde versucht, das Schneiden des Gewebes am Kryostat schnell auszuführen und die 
Schnitte sofort auf Trockeneis zu lagern. Dies sollte den Abbau der RNA verhindern. 
Um den anschließenden Vorgang der Mikrodissektion zu vereinfachen und auch zu 
verbessern, wurden hierfür spezielle PALM® Membran-Objektträger verwendet. Das 
Gewebe wurde in 10 µm dicken Schnitten auf die Objektträger gezogen. Nach dem 
Schneiden wurden die Objektträger bei –80 °C aufbewahrt.  
3.4.3 Nachweis von MUC1 oder CEA auf humanen Thymusepithelzellen 
Für die Detektierung der Tumorantigene MUC1 bzw. CEA auf isolierten mTEZ, 
wurden die Zytospin-Objektträger bei Raumtemperatur in Aceton für 4 min fixiert. 
Nach der Fixierung wurden die Objektträger luftgetrocknet, die Zellen auf dem 
Objektträger mit einem Fettstift umrandet und dann für 5 min in PBS gewaschen. Zur 
Blockierung unspezifischer Antikörper-Bindungsstellen wurden die Zellen mit 5 % 
Mausserum (in FACS-Puffer) für 20 min in einer Dunkelkammer inkubiert. Nach zwei 
10-minütigen Waschschritten konnten die Zellen mit dem jeweiligen Alexa 488 
konjugierten Antikörper (1:100) für eine Stunde bei Raumtemperatur in einer 
Dunkelkammer inkubiert werden. Nach der Inkubation wurde der ungebundene 
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Antikörper in einem PBS-Bad entfernt und darauf folgend wurden die Zellkerne mit 
dem Hoechst 33342 Fluoreszenzfarbstoff angefärbt. Die Zellen wurden ein letztes Mal 
gewaschen, kurz luftgetrocknet und konnten nun mit Kaiser’s Glycerolgelatine und 
einem Deckgläschen eingedeckelt werden. Die Objektträger wurden bis zur Analyse am 
Mikroskop bei 4 °C im Dunkeln gelagert. 
3.4.4 Detektion von SGLT1 auf isolierten humanen Thymusepithelzellen 
Die Objektträger wurden kurz luftgetrocknet und bei Raumtemperatur in einem reinen 
Aceton-Bad für 4 min fixiert. Danach wurden die Zellen mit einem Fettstift umkreist 
und 5 min in PBS gewaschen. Die isolierten Zellen wurden mit 5 % Ziegenserum für 20 
min blockiert und danach dreimal in einem PBS-Bad für 5 min gewaschen. Der 
polyklonale Antikörper Kaninchen anti-human SGLT1 wurde 1:200 eingesetzt und für 
eine Stunde auf dem Objektträger inkubiert. Im Anschluss wurde der ungebundene 
Antikörper durch dreimaliges Waschen mit PBS für jeweils 5 min heruntergewaschen. 
Als Zweitreagenz wurde ein Ziege anti-Kaninchen IgG-Cy3 (1:2000) verwendet, der für 
45 min auf den Schnitten inkubiert wurde. Drei weitere 5-minütige Waschschritte mit 
PBS folgten. Zuletzt wurden die Zellkerne mit Hoechst 33342 gefärbt, mit Kaiser’s 
Glycerolgelatine eingedeckelt und bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt. 
3.4.5 Nachweis von AIRE auf humanen Thymusepithelzellen 
Die Zytospins wurden für 2 Stunden unter einem Abzug luftgetrocknet. Dieser Schritt 
ist essentiell für die Färbung von AIRE auf isolierten Zellen, da AIRE sich sonst nicht 
nachweisen ließ. Danach wurden die Objektträger für 4 min bei Raumtemperatur in 
reinem Aceton fixiert und kurz luftgetrocknet. Nachdem die Zellen mit einem Fettstift 
umkreist worden waren, konnten sie in PBS + 0.1 % Tween für 5 min gewaschen 
werden. Anschließend wurden die Zellen mit 5 % Ziegenserum inkubiert und nach dem 
Waschen mit dem 1:1000 verdünnten AIRE Antikörper für 1,5 Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert. Dieser monoklonale Antikörper konnte anhand eines Ziegen 
anti-Maus IgG-Alexa 488 (1:1000) indirekt detektiert werden. Nach der einstündigen 
Inkubation des Sekundärantikörpers wurde der nicht gebundene Antikörper 
abgewaschen, eine Kernfärbung mit Hoechst 33342 durchgeführt und die Objektträger 
dann mit Hilfe von Kaiser’s Glyceringelatine und einem Deckgläschen versiegelt. Zur 
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Aufbewahrung der gefärbten Objektträger wurden diese bei 4 °C im Dunkeln 
aufbewahrt.  
3.4.6 Doppelfärbung von AIRE und einem promiskuös exprimierten Antigen auf 
isolierten Thymusepithelzellen 
Zur Analyse der Koexpression von AIRE und einem der folgenden promiskuös 
expremierten Antigene (MUC1, CEA, Insulin, Kollagen II oder SGLT1) auf isolierten 
mTEZ, wurde zuerst das Protokoll der AIRE-Einzelfärbung durchgeführt (3.4.5). Im 
Anschluss an die Inkubation des Zweitreagenz wurden die Zellen dreimal für 5 min mit 
PBS + Tween gewaschen. Daraufhin konnte der entweder direkt konjugierte oder reine 
Antikörper für eine weitere Stunde bei Raumtemperatur auf den Zellen inkubiert 
werden. CEA und MUC1 waren mit Alexa 488 direkt konjugiert (1:100). Der 
biotinylierte Kollagen II (1:200) wurde mit Streptavidin-Alexa 488 (1:100) detektiert. 
Bei der Färbung mit den oben genannten Antigenen wurde für die Detektion des AIRE-
Proteins der Sekundärantikörper Ziege anti-Maus Alexa 546 (1:1000) verwendet. In 
allen anderen Färbungen wurde AIRE mit einem Alexa 488-konjugierten Zweitreagenz 
nachgewiesen. Der monoklonale Maus anti-human Insulin Antikörper wurde mit dem 
Sekundärreagenz Ziege anti-Maus Alexa 546 bzw. SGLT1 mit Ziege anti-Kaninchen 
Cy3 (1:2000) sichtbar gemacht. Die jeweiligen Sekundärreagenzien wurden nach drei 
Waschschritten mit PBS + Tween für 45 min auf den Zellen inkubiert. Nach weiteren 
drei PBS-Waschschritten wurden die Zellen mit dem Zellkernfarbstoff Hoechst 33342 
für 3 min inkubiert und zuletzt noch zweimal gewaschen bevor diese mit 
Glyceringelatine eingedeckelt werden konnte. Die Doppelfärbungen konnten nun im 
Dunkeln bei 4 °C gelagert werden. 
3.4.7 Nachweis von MHC Klasse II und Zytokeratin 14 auf murinen 
Thymusschnitten    
Um die medullären Inseln der Morula-Morula Chimäre auf ihre Klonalität zu 
analysieren, wurden die medullären Areale anhand des Zytokeratins 14 (ZK14; 1:1000) 
spezifisch angefärbt. Der ZK14-Antikörper wurde mit einem Cy3-konjugierten 
Zweitantikörper (Ziege anti-Kaninchen IgG, 1:2000 in PBS) detektiert. Abhängig von 
dem gewünschten Färbeschema, wurden die Schnitte entweder mit dem biotinylierten 
Antikörper I-Ad (1:100) für eine Stunde inkubiert und dann mit dem Sekundärantikörper 
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Streptavidin-Alexa 350 (1:100) detektiert oder mit dem direkt Alexa 488-konjugierten 
MHC Klasse II I-Ad (1:500) gefärbt. Wurde die Färbung mit dem indirekt bindenden 
Alexa 350-Antikörper durchgeführt, konnten die seriellen Thymusschnitte zusätzlich 
mit einem weiteren Alexa 488-konjugierten I-Ab (1:100) für eine Stunde bei 
Raumtemperatur angefärbt werden. Die Schnitte wurden eingedeckelt und bei 4 °C 
gelagert.  
3.4.8 AIRE und MHC Klasse II Färbung auf murinen Thymusschnitten 
Die MHC Klasse II-positiven Bereiche der medullären Epithelzellen wurden weiter auf 
ihre Heterogenität untersucht, indem diese mit einem polyklonalen AIRE-Antikörper 
gefärbt wurden. Die Thymusschnitte wurden für 4 min in einem reinem Acetonbad 
fixiert und alle anschließenden Waschschritte wurden mit PBS + 0.1 % Tween 
durchgeführt. Die zusätzliche Verwendung des Detergenz Tween verbessert die 
Membranpermeabilität, was das Eindringen des gegen den Transkriptionsfaktor 
gerichteten Antikörpers in den Zellkern erleichterte. Die Schnitte wurden mit 5 % 
Hühnchenserum blockiert und dann mit Ziege anti-Maus AIRE Serum (1:200) für 1,5 
Std. inkubiert. Dieses wurde indirekt mit einem Alexa 596-konjugierten Hühnchen anti-
Ziege IgG detektiert (1 Stunde Inkubation). Weiterhin wurden die MHC Klasse II-
positiven Inseln der chimären Mäuse für eine Stunde mit I-Ab oder I-Ad, beide direkt 
mit Alexa 488 konjugiert, angefärbt. Die Schnitte wurden mit Kaiser’s Glycerolgelatine 
eingedeckelt und bei 4 ºC im Dunkeln aufbewahrt. 
3.5 Laser-Mikrodissektion von murinen Thymusschnitten 
3.5.1 Hematoxylin & Eosin Färbung von seriellen Thymusschnitten 
Die Analyse der medullären Areale des murinen Thymus setzte voraus, den Kortex von 
der Medulla klar zu unterscheiden. Dies konnte anhand einer Hematoxylin & Eosin 
(H&E) Färbung geschehen. Im Besonderen wurde diese Methode bevorzugt, da das 
Protokoll schnell durchführbar war.  
Die bei –80 °C gelagerten Schnitte wurden kurz aufgetaut und für eine Minute in einem 
70 % Ethanolbad (alle hier verwendeten Lösungen wurden in RNAse-freiem DEPC-
Wasser angesetzt) gebadet. Nach der Fixierung wurden die Schnitte für 15 Sekunden in 
DEPC-Wasser abgewaschen und in einer Hematoxylin Lösung die Zellkerne angefärbt. 
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Dem einminütigen Färbeschritt folgend wurden die Schnitte aus der Lösung genommen 
und nochmals mit 70 % Ethanol für eine Minute fixiert. Im Anschluß folgte ein Bad in 
einer 95 % Ethanol Lösung für eine Minute. Für die Zytoplasma-Färbung der Zellen 
wurde eine Eosin Lösung angesetzt und die Schnitte für eine Minute darin gefärbt. Zwei 
weitere 95 % Ethanolbäder wurden für 30 Sekunden angeschlossen und die Schnitte 
wurden für den Transport in 100 % Ethanol auf Trockeneis gelagert.    
3.5.2 Laser-Mikrodissektion von medullären und kortikalen Bereichen des 
murinen Thymus 
Die Thymusschnitte von neonatalen (9 Tage) oder adulten (6-8 Wochen) C57Bl/6- 
Mäusen wurden kurz luftgetrocknet, damit das Ethanol verdampfen konnte. Die 
Membranobjektträger wurden in einer speziellen Halterung des Mikroskops befestigt. 
35 µl Lyse-Puffer des Nanoprep Absolute RNA Isolation Kits der Firma Stratagene 
wurden in den Deckel von einem sauberen 0.5-ml PCR-Gefäß pipettiert. Das Gefäß 
wurde nun mit dem Deckel so eingespannt, dass der Deckel, gefüllt mit dem Puffer, 
ganz knapp oberhalb des Objektträgers zum Aufliegen kam. Anhand der 
PALM®Robov2.2 Software konnten nun medulläre Areale am Bildschirm ausgewählt 
und mit einem Software-Werkzeug umrandet werden. Mit der RoboLPC-Funktion wird 
ein gezielter Schuss in die Mitte des Areals abgegeben, welches vorher per Laser 
ausgeschnitten wurde, und direkt in den Deckel des Gefäßes katapultiert. Die folgenden 
Einstellungen wurden bei allen Mikrodissektions-Experimenten angewandt: laser 
energy  betrug 94 und der UV focus lag bei 87. 
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Abbildung 3.3 Darstellung eines Mikrodissektionsvorganges von medullären Thymusarealen  
Die Abbildung zeigt H&E gefärbte serielle Thymusschnitte einer adulten C57Bl/6-Maus. Auf der rechten 
Seite der Abbildung sieht man die medullären Areale (Pfeile und gelbe Areale) vor der Mikrodissektion 
(laser pressure catapulting; LPC). Anhand eines Software-Werkzeuges wurden diese Areale markiert und 
dann mit einem Laser sorgfältig ausgeschnitten (siehe Bild in der Mitte). Durch einen gezielten Schuss in 
die Mitte des Areals wurde dieses in das PCR-Gefäß nach oben katapultiert. Die Aufnahmen nach der 
Mikrodissektion lassen erkennen, dass nur das gewünschte Areal aus dem Zellverbund ausgeschnitten 
und gesammelt wurde. 
 
3.5.3 Isolation von inneren und äußeren Bereichen einer Medulla 
Für die Isolation von verschiedenen Bereichen der Medulla, wurden, wie in Abschnitt 
3.4.1 erklärt, adulte serielle Thymusschnitte RNAse frei präpariert und mit einer H&E 
Färbung angefärbt. Zunächst musste eine komplette Medulla auf den seriellen Schnitten 
detektiert werden, diese wurde dann anhand der Software in einen schmalen inneren 
und äußeren Bereich der Medulla eingeteilt. Diese Bereiche wurden jeweils separat und 
nacheinander ausgeschnitten (Abb. 3.4). Die RNA der verschiedenen Bereiche wurde 
mit Hilfe des Stratagene Nanoprep Absolute RNA Isolation Kits aufgereinigt.  
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A B C 
Abbildung 3.4 Darstellung der Auswahl eines inneren und äußeren Bereiches einer Medulla 
Die Medulla hebt sich als separate Struktur von dem umgebenden dichter besiedelten Kortex ab (gelb 
umrandetes Areal). Der innere Bereich umschließt einen sehr kleinen Bereich in der Mitte der Medulla, 
wohingegen der komplette Rand entlang der KMV als äußerer Bereich definiert wird. Bild B wurde nach 
der Mikrodissektion des inneren Bereichs aufgenommen. Bild C zeigt den äußeren, ausgeschnittenen 
Bereich bevor es in das PCR-Gefäß katapultiert wurde. Der Bereich zwischen dem inneren und äußeren 
Bereich wurde vorher verworfen. 
 
3.5.4 Bestimmung der Zellzahl pro ausgeschnittenem medullärem Areal 
 
Mittels der PALM®Robo Software konnte die Fläche der ausgeschnittenen Areale in der 
Einheit µm2 angezeigt werden. Um aus diesen Werten die annähernde Zellzahl in 
medullären Arealen zu ermitteln, wurden Thymusschnitte mit dem Medulla- 
spezifischen Antikörper Zytokeratin 14 und dem Kernfarbstoff Hoechst 33342 
angefärbt. Ein gesamter medullärer Bereich wurde markiert und die Fläche mittels der 
Software bestimmt. Die sich darin befindenden mTEZ, die durch eine Koexpression des 
Zytokeratin14 und Hoechst 33342 definiert waren, wurden anhand eines 
Fluoreszenzmikroskops ausgezählt. Die in Kapitel 4.1 angezeigte Gesamtfläche und -
zellzahl pro Probe ergibt sich aus der Summe der gesammelten Schnitte einer Medulla 
(Tabellen 4.1, 4.2 und 4.3; jeweils obere Zeile). Diese Werte sind vergleichbar mit 
veröffentlichten Daten von Bleul et al. (2006). 
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3.6 Molekularbiologische Methoden 
3.6.1 Aufreinigung von Gesamt-RNA aus mikrodissektierten medullären Arealen 
Die ausgeschnittenen Areale der seriellen Thymusschnitte wurden direkt in 35 µl Lyse- 
Puffer, der sich in dem Deckel eines 0,5-ml PCR-Gefäßes befand, katapultiert. 
Nachdem alle Areale für ein Experiment gesammelt waren, wurde der Puffer mit den 
Gewebestücken kurz abzentrifugiert und die restlichen 65 µl Lyse-Puffer dazugegeben. 
Die Gewebestücke wurden durch eine halbstündige Inkubation bei 42 ºC und 
gelegentlichem Vortexen lysiert. Im Anschluss daran wurden die lysierten Areale mit 
70 % Ethanol vermengt und auf eine Membran-Säule gegeben. Der Puffer und Alkohol 
wurden abzentrifugiert, wobei die Nukleinsäuren an der Membran der Säule haften 
blieben. Nach verschiedenen Zentrifugationsschritten und Zugabe von Wasch-Puffern 
konnte am Ende die Gesamt-RNA mit Hilfe eines Elutions-Puffers von der Membran 
gelöst und in ein neues Gefäß abzentrifugiert werden. Die frisch isolierte RNA konnte 
nun bei –80 °C für weitere Experimente gelagert werden. 
3.6.2 Reverse Transkription von Gesamt-RNA aus mikrodissektieren medullären 
und kortikalen Arealen (nach verändertem und optimiertem Protokoll von 
Marc Kenzelmann basierend auf Baugh et al.) 
Zuerst wurde die RNA ein weiteres Mal mit DNAse I verdaut. Hierzu wurden die 8 µl 
der RNA-Lösung mit jeweils 1 µl 10x DNAse-Puffer und 1 µl DNAse I (1 U/µl) 
versetzt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Inaktivierung der DNase erfolgte durch die 
Zugabe von 1 µl EDTA (25 mM) und einer Inkubation von 10 min bei 65 °C.  
Nach dem DNase-Verdau wurde 1 µl aus dem Ansatz entnommen und separat als 
Kontrolle ohne Enzyme weiterbehandelt. Die übrigen 10 µl wurden mit 1 µl oligo-
(dT)20 (0,5 µg/µl) und 4 µl RNase-freiem Wasser versetzt und bei 70 °C für 10 min 
denaturiert und direkt im Anschluss auf Eis gestellt. Ein Universalmix aus 6 µl 5x 1st 
Strand Buffer, 3 µl DEPC-Wasser, 1,5 µl 10 mM dNTP, 1.5 µl T4 Gene 32 Protein (5-8 
mg/ml) und 1,5 µl RNase Inhibitor (40U/µl) pro Ansatz wurde vorbereitet. 13,5 µl 
dieses Ansatzes wurden zu den 15 µl eiskaltem Primer-RNA Gemisch dazugegeben. 
Um das Gemisch an die Temperatur anzugleichen, wurde es für 2 Minuten bei 50 °C 
inkubiert. Nach der kurzen Inkubationszeit, wurden 1,5 µl der Reversen Transkriptase 
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SuperScript II dem Ansatz beigefügt und dies für eine weitere Stunde bei 50 °C in einer 
PCR Maschine mit beheizbarem Deckel inkubiert. Alle 15-20 min wurden die Proben 
vorsichtig gemischt, was die Effizienz der Synthese verbessern soll. Im Anschluss 
wurden die Ansätze mit 2U RNase H für 20 min bei 37 °C verdaut. Um die Proben von 
überschüssigen Nukleotiden und PCR Inhibitoren zu reinigen, wurde das cDNA 
Gemisch über eine MicroSpin G-50 Säule gegeben und für 2 min bei 700 g 
abzentrifugiert. Die Proben wurden mit RNAse-freiem Wasser auf ein Endvolumen von 
70 µl aufgefüllt und bei –20 ˚C gelagert. 
3.6.3 Isolation von Gesamt-RNA aus sortierten humanen bzw. murinen Thymus-
epithelzellen 
Direkt im Anschluß an die Sortierung wurde aus den verschiedenen Zellpopulationen 
die Gesamt-RNA mit Hilfe des High Pure RNA Isolation Kit der Firma Roche isoliert. 
Die Zellen wurden zuerst für 10 min bei 750 g pelletiert und in 200 µl sterilem PBS 
aufgenommen. Nachdem die Zellen lysiert und über eine Säule gegeben worden waren, 
an die die RNA bindet, wurde ein 15-minütiger DNAse-Verdau angeschlossen. Weitere 
Waschschritte wurden durchgeführt, um dann die RNA in 50 µl RNase-freiem Wasser 
zu eluieren. Die RNA wurde bei –80 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. 
3.6.4 Präzipitation der RNA 
Um Proben mit geringen Zellzahlen (< 60 000) in ein kleineres Volumen einzuengen, 
wurde zu der 50 µl Gesamt-RNA Lösung 2,2 µl NaCl, 1 µl LPS-Träger (5 µg/µl) und 
135 µl 100 % eiskalter Ethanol (RNAse-frei) dazugegeben und kurz gemischt. Die RNA 
wurde dann für 30 min bei –80 °C gefällt. Anschließend wurde das Präzipitat bei 
13.000U/min für 30 min abzentrifugiert, der Überstand abgegossen und das Pellet mit 
500 µl 70 % Ethanol (RNAse-frei) gewaschen. Nach 5-minütiger Zentrifugation wurde 
der Überstand vorsichtig abgenommen und das Pellet für 2-3 min an der Luft 
getrocknet. Das Pellet wurde in 8 µl RNase-freiem Wasser aufgenommen. 
3.6.5 Reverse Transkription (RT) 
Die cDNA-Synthese wurde in  200 µl Reaktionsgefäßen durchgeführt. Ein weiterer 
DNAse-Verdau wurde angeschlossen, indem die RNA-Proben mit 1 µl RNAse-freier 
DNAse I  und 1 µl DNAse 10x Reaktionspuffer für 30 min bei 37 ˚C verdaut wurden. 
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Um die DNAse zu deaktivieren, wurde jeweils 1 µl 25 mM EDTA zu den Proben 
hinzugefügt und bei 65 ˚C für 10 min inkubiert. Als Kontrolle zur sauberen 
Aufreinigung ohne DNA-Kontamination wurde nach diesem Schritt 1 µl RNA 
entnommen und separat ohne das Zufügen des Enzyms Reverse Transkriptase 
weiterbehandelt. Zu den Proben wurde 1 µl oligo-(dT)20 (0,5 µg/µl) und 1 µl 10 mM 
dNTPs hinzugegeben und diese für 5 min bei 65 ˚C denaturiert und sofort auf Eis 
gestellt, um die Denaturierung beizubehalten. Nach kurzer Zentrifugation wurden zu 
diesem Gemisch 1 µl 5x First Strand Synthesis-Buffer und 1µl DMMT (0,1 mM) 
zugebeben. Zur Inhibition von möglichen RNAsen wurde 1 µl SuperaseIN (20U) zu der 
RNA-Probe beigefügt. Bevor 1µl des RT-Enzyms Superscript II hinzugegeben werden 
konnte, musste die Probe für 2 min bei 42 ˚C vorinkubiert werden. Die cDNA Synthese 
lief nun für weitere 50 min bei 42 ˚C ab und wurde dann bei einem Inkubationsschritt 
von 70 ˚C für 10 min beendet. Um mögliche RNA-Fragmente in dem Gemisch zu 
entfernen, wurde die Probe mit 0,5 µl RNAse H (5U) für 20 min bei 37 ˚C behandelt. 
Die cDNA-Probe konnte nun bei –20 ˚C gelagert werden.  
3.6.6 RT-PCR von cDNA-Proben 
Um nachzuweisen, dass die umgeschriebene RNA-Probe spezifische cDNA beinhaltete, 
wurde eine RT-PCR Reaktion mit einem Primerpaar für das Haushaltsgen Aktin ß 
angesetzt. Das Reaktionsvolumen betrug 25 µl und wurde in sauberen 0,2-ml Gefäßen 
angesetzt. Ein Universalmix von jeweils 2,5 µl der beiden 3’- und 5’- 
Primerverdünnungen (2.5 µM), 2.5 µl 10x Reaktionspuffer, 2.5 µl dNTPs (2,5 mM) und 
1 µl RedTaq (1 U/µl) pro Reaktion wurde angesetzt. 24 µl des Universalgemisches 
wurden nun zu der 1 µl vorgelegten cDNA dazugemischt. Bei folgendem PCR-
Programm wurde das gewünschte Fragment amplifiziert.  
 
                    Denaturierung:   94˚C - 4 min 
       Denaturierung: 94˚C - 1 min 
40 Zyklen                     Annealing: 55˚C - 1 min 
                    Elongation: 72˚C - 2 min 
                    Elongation: 72˚C - 10 min 
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Diese RT-PCR Reaktion wurde für alle anderen Primerpaare ebenfalls angewandt mit 
entsprechender Änderung der Annealing Temperatur (s. Materialen). 
 
 
-RT +RT
1    2     3     4           1    2    3    4   +
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Abbildung 3.5 Nachweis der Aktin ß Expression zur Kontrolle der cDNA-Synthese 
Am Beispiel der Isolation von Thymusepithelzellen des Spenders Nr. 057 wird hier der Nachweis der 
Expression des Haushaltgens Aktin ß von 1 µl cDNA-Probe nach 40 Zyklen Amplifikation dargestellt. 
Fünf verschiedene sortierte Populationen (1-5) wurden aufgereinigt und nach zwei DNAse-Verdaus in 
cDNA umgeschrieben. Um eine DNA-Kontamination auszuschließen, diente 1 µl der RNA-Lösung (ohne 
Enzym; -RT). RT: reverse Transkription; +: positive Kontrolle (cDNA aus humanem Gehirn), H2O: 
Wasser Kontrolle. Der Längen-Standard (M) beruht auf eine 100 kb DNA-Leiter. 
 
3.6.7 Quantitative Echtzeit- (real-time) PCR 
Für eine quantitative Bestimmung der Genexpression innerhalb verschiedener 
Subpopulationen, wurde die Echtzeit-PCR angewandt. Jedes hier verwendete 
Primerpaar wurde zuerst auf das optimale Konzentrationsverhältnis beider Primer 
bestimmt. Für die Echtzeit-PCR wurde für jedes zu analysierende Gen ein universaler 
Mix mit folgenden Reagenzien angesetzt: 5 µM der 3’- und 5’-Primer - entsprechend 
der Konzentrationsbestimmung (s. Materialen) - H2O, 3 mM MgCl2, 1x Reaktionspuffer 
mit SyBrGreen, SyBrGreen (in DMSO) und die beiden Enzyme Uracil-DNA-
glycosylase (UNG; 1 U/µl) und Hot GoldStar (5 U/µl). 78,9 µl dieses Universalmixes 
wurden zu 8,8 µl cDNA in einem sauberen 0,5 ml Gefäß hinzugegeben. Nachdem dies 
gut gemischt wurde, wurden Triplikate von jeweils 25 µl auf eine 96er-Platte pipettiert. 
Die Platte wurde bei 210 g für 2 min abzentrifugiert und in die Maschine gestellt.  
Das folgende Protokoll wurde für eine PCR mit dem Farbstoff SyBrGreen verwendet. 
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 Aktivierung der UNG    50˚C -  2 min 
 Aktivierung der HotGold Star   95˚C -  10 min 
 Denaturierung          95˚C -  1 min      40 Zyklen  
 Kombinierter Schritt - Annealing und Elongation:  60˚C -  15 sec 
 
Die Datenaquirierung erfolgte bei dem letzten Schritt des Protokolls, zusätzlich wurde 
ein Dissoziationsprofil (Schmelzkurve) aufgenommen, um die Spezifität des 
amplifizierten Fragments zu bestätigen.  
Falls eine Sonde für die Echtzeit-PCR benützt wurde, um die Spezifität des zu 
amplifizierenden Fragmentes zu erhöhen, wurde ein unterschiedlicher Universalmix 
verwendet. Dieser setzte sich folgendermaßen zusammen: 1x Reaktionspuffer, 5 mM 
MgCl2, 200 µM dATP, dGTP, dCTP und 400 µM dUTP, 0,625 U Hot GoldStar und 
0,25 U des Enzyms UNG. 
Für den PCR-Lauf mit einer Sonde, wurde folgendes PCR-Protokoll verwendet. 
 
 Aktivierung der UNG    50˚C -  2 min 
 Aktivierung der HotGold Star   95˚C -  10 min 
 Denaturierung          95˚C -  1 min      45 Zyklen  
 Kombinierter Schritt - Annealing und Elongation:  60˚C -  15 sec   
 
Bei Benutzung einer Sonde konnte die PCR-Maschine keine Dissoziationskurve 
darstellen. Durch die ausgewählte Primer-Sonden Kombination sollte hier jedoch kein 
unspezifisches Produkt amplifiziert werden.  
Zur relativen Quantifizierung der Expression wurde die ΔΔ Ct (threshold value) 
Methode angewendet. Jede zu untersuchende Expression einer Population wurde auf 
das Haushaltsgen GAPDH normalisiert (ABI User Bulletin #2; 
www.appliedbiosystems.com).  
3.6.8 Nachweis von PCR-Fragmenten anhand von Gelelektrophorese 
Zur Detektierung des amplifizierten Fragments der RT-PCR, wurde ein Agarose-Gel 
vorbereitet. Dazu wurden 100 ml TAE-Puffer mit 1,4 g Agarose in einem 
Erlenmeyerkolben vermengt und bei 900 W in einer Mikrowelle erhitzt bis das Gemisch 
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kurz aufkochte. Das Gemisch wurde entnommen, kurz vermischt und ein weiteres Mal 
aufgekocht. Danach wurden 3 µl Ethidiumbromid (EtBr) vorsichtig hinzugegeben und 
dieses flüssige Gemisch in einen vorbereiteten Gelschlitten mit Kämmen 
hineingegossen. Nach einer halben Stunde Abkühlungszeit bei Raumtemperatur, 
erhärtete die Agarose und konnte in ein TAE-Pufferbad in einer Kammer gelegt werden. 
Diese Kammer wurde an einen Stromkreis angeschlossen. Zusätzlich wurde neben den 
Proben ein Marker (DNA-Leiter) auf das Gel aufgetragen, um das zu analysierende 
Fragment anhand der bekannten Markerfragmente zu bestätigen. Nach 45 Minuten bei 
90 Volt konnte das Gel entnommen und mit der Geldokumentations-Station 
LumiImager, das mit einer Wellenlänge von ca. 350 nm das interkalierende EtBr anregt, 
das Bild digital gespeichert und analysiert werden. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Analyse von promiskuöser Genexpression in medullären Inseln 
Unreife Thymozyten wandern entlang eines Chemokingradienten (Kwan et al., 2004; 
Kurobe et al., 2006) in die Medulla, wo sie negativ selektiert werden. Es wird davon 
ausgegangen, dass T-Zellen während dieses Prozesses nur einen einzigen medullären 
Bereich durchqueren. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass in neonatalen 
Mäusen medulläre Bereiche vollständig abgegrenzt und wesentlich kleiner (medulläre 
Insel) als im adulten Thymusgewebe sind (Rodewald et al., 2001). Die geringe 
Frequenz von 1 bis 5 % aller mTEZ, die spezifisch für ein peripheres Antigen sind 
(Derbinski et al., 2001), und die Größe der neonatalen Inseln betrachtend, stellte sich 
die Frage inwiefern eine einzelne medulläre Insel über ein „komplettes“ Repertoire an 
Selbstantigenen zur Toleranzinduktion verfügt.  
4.1.1 Bestimmung der Sensitivität der RT-PCR für drei ausgewählte 
gewebespezifische Gene: Insulin, Sultn und Igf2 
Für die in der folgenden Analyse verwendete Methode der Mikrodissektion mit 
anschließender RT-PCR, wurde zuerst die Sensitivität der PCR Methode ausgetestet. 
Hierfür wurden drei Gene, die unterschiedlich stark in medullären Arealen exprimiert 
wurden, ausgewählt: Insulin, Sultn und Igf2. Als Kontrollgewebe wurde cDNA aus     
1x 106 isolierten mTEZ von C57Bl/6-Mäusen herangezogen. Alle drei Gene sind in 
mTEZ-Populationen nachweisbar.  
Die Probe wurde so verdünnt, dass ähnliche Zellzahlen wie in den mikrodissektierten 
Areale vorlagen: 10000, 5000, 1000, 500, 100, 10 Zellen. Von der Tatsache ausgehend, 
dass nur etwa 1 % aller mTEZ ein bestimmtes Gen transkribieren, würde eine 
detektierbare cDNA-Amplifikation basierend auf 100 Zellen Ausgangsmaterial 
letztendlich eine einzige exprimierende Zelle nachweisen und wäre somit höchst 
sensitiv. 
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Abbildung 4.1 Sensitivitätstest der Primer für Insulin, Sultn und IgF2 anhand einer mTEZ cDNA-
Verdünnungsreihe 
Dargestellt sind RT-PCR Ergebnisse (40 Zyklen) der Titration von INS, Sultn und IgF2 auf mTEZ. Die 
cDNA von C57Bl/6-Mäusen isolierten mTEZ wurde so verdünnt, dass die Proben einen RNA Gehalt von 
10000, 5000, 1000, 500, 100 und 10 Zellen entsprachen. INS: Insulin; Sultn: N-sulfotransferase; Igf2: 
insulin-like growth factor 2; M: 100 bp Marker; +: Kontrollgewebe für die jeweiligen Gene (INS: 
Insulinom Zelllinie ßT20; Sultn: Leber; IgF2: Gehirn); H2O: Wasser Kontrolle. 
 
Alle RT-PCR Reaktionen wurden unter denselben Bedingungen wie die Analyse der 
Mikrodissektion durchgeführt, um einen direkten Vergleich zu ermöglichen. 
Die PCR Ergebnisse für Insulin und Sultn zeigten, dass die Sensitivität dieser Methode 
sehr hoch ist. Mit einem Ausgangsmaterial von etwa 500 mTEZ konnten die jeweiligen 
Gene noch detektiert werden.  
Die PCR Reaktion für Igf2 stellte sich als noch sensitiver heraus; hier konnte selbst bei 
einer Anzahl von 100 mTEZ das Gen nachgewiesen, also entsprechend unserer 
Annahme eine einzige Igf2+-Zelle detektiert werden.  
4.1.2 Vergleich der in situ Genexpression von neonatalen und adulten medullären 
Bereichen  
Zur Identifizierung der medullären Bereiche gegenüber kortikalen Arealen im murinen 
Thymus wurde eine Hämatoxylin & Eosin (H&E) Färbung angewandt. Diese Färbung 
hebt den dicht mit T-Zellen besiedelten Kortex deutlich von dem lockeren und weniger 
dicht besiedelten Netzwerk der Medulla ab (Abb. 4.2A). Abgegrenzte, kleinere 
medulläre Inseln des neonatalen Thymusgewebes sind im Vergleich zu 
verschmolzenen, deutlich größeren Arealen des adulten Gewebes (Abb. 4.2B) klar 
erkennbar.  
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Abbildung 4.2 Hematoxylin & Eosin Färbung von neonatalem und adultem Thymusgewebe 
Serielle Kryoschnitte von Thymusgewebe aus weiblichen C57Bl/6-Mäusen wurden angefertigt und mit 
Hematoxylin und Eosin gefärbt. Bild A zeigt einen Thymusschnitt einer neonatalen (9 Tage alt) C57Bl/6- 
Maus, Bild B stellt einen Querschnitt eines adulten (6 Wochen alt) Thymusgewebes einer C57Bl/6-Maus 
dar. Die Pfeile in A deuten auf die separaten medullären Inseln im neonatalen Thymus hin. Die kleine 
Insel in Bild B (Pfeil) wurde weiter in der Z-Ebene untersucht und stellte sich als Teil einer angrenzenden 
großen Medulla dar. Maßstabsbalken in A: 100 µm und in B: 200 µm. 
 
Mit Hilfe von seriellen Kryoschnitten konnte eine medulläre Insel auf ihre 
Dreidimensionalität analysiert werden. Ausgesuchte zusammenhängende medulläre 
Areale wurden nacheinander mittels Laser-Mikrodissektion ausgeschnitten und in 
einem PCR-Gefäß gesammelt. Aus diesen Gewebeproben wurde RNA isoliert und 
mittels RT-PCR auf ihre Genexpression analysiert.  
Die Gene, anhand derer das Expressionsmuster von verschiedenen medullären 
Bereichen in Mäusen getestet wurde, wurden anhand der GeneArray-Daten von J. 
Derbinski (Dissertation 2003) ausgewählt. Die Voraussetzung war eine stark erhöhte 
Expression dieser Gene in medullären Epithelzellen (mTEZ) im Vergleich zu kortikalen 
Epithelzellen (kTEZ). Da nicht bekannt ist, ob pGE während der Ontogenese 
chromosomenspezifisch angeschaltet wird, konzentrierte sich die Auswahl der Gene 
weiterhin darauf, dass diese auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert waren, um 
eine genomweite Expression innerhalb einer Medulla zu erfassen. 
Zehn unterschiedlich große medulläre Areale wurden untersucht und die Expression 
von maximal 16 gewebespezifischen Genen getestet. Als gewebespezifisch wurden 
diejenigen Gene definiert, die in nicht mehr als fünf von 45 getesteten, verschiedenen 
Geweben exprimiert werden. Die Anzahl der getesteten Gene pro Probe variierte, 
abhängig von der zur Verfügung stehenden Materialmenge.  
Die hier gezeigten Zellzahlen pro isolierter Insel beziehen sich auf eine Auszählung der 
mTEZ anhand des mTEZ-spezifischen Markers Zytokeratin 14 und dem Kernfarbstoff 
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Hoechst 33342 im dreidimensionalen Raum. Die Bestimmung der Fläche wurde von der 
Mikrodissektion-Software berechnet (s. auch Abschnitt 3.2.8). 
Das Expressionsmuster aus neonatalen Mäusen ist in Tabelle 4.1 zusammengefasst. Es 
ist zu erkennen, dass sich das Muster der einzelnen Areale gering unterscheidet. Selbst 
sehr kleine Inseln zeigten ein diverses Profil an Genen auf. 
Smr2a
MSG1
Csna
Csnk
Csnß
Csng
Sultn
Ugt2a1
AFP
Alb
p57
IgF2
H19
INS1+2
GAD 67
AIRE
Pool 
7300
7268517
Zellzahl      270          440 450         510 542 591          1039         1098         1250        3440
Fläche (µm2)  269 973 433 522          445 457         505 568         542 053          591 775         1039721        1098851        1248120 3434474
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 4.1 Expressionsmuster von verschiedenen Medullae aus neonatalen C57Bl/6-Mäusen 
Zehn separate medulläre Inseln aus neonatalen murinen Thymi wurden mittels Laser-Mikrodissektion 
isoliert und anhand von RT-PCR die Expression von 16 gewebespezifischen Genen getestet. Die 
Zellzahlbestimmung wurde wie in Abschnitt 3.4.4 durchgeführt. Ein grünes Feld bedeutet detektierbar, 
ein rotes Feld nicht nachweisbar und ein weißes Feld zeigt an, dass dieses Gen aufgrund von geringem 
Probenmaterial nicht getestet werden konnte. Die letzte Spalte der Tabelle stellt eine „gepoolte“ Fraktion 
von medullären Bereichen dar. Hierfür wurden mehrere medulläre Areale aus einem Thymus 
ausgeschnitten, vermischt und analysiert.  
 
AIRE: autoimmune regulator; GAD67: glutamate decarboxylase 67kDa; INS: Insulin; H19: H19 fetal 
liver mRNA; IgF2: insulin growth factor 2; p57: cyclin dependent kinase inhibitor 1C; Alb: Albumin; 
AFP: alpha-Fetoprotein; Ugt2a1: UDP glycosyltransferase 2 family, polypeptide A1; Sultn: N-
sulfotransferase; Csn g: Casein gamma; Csn ß: Casein beta; Csn k: Casein kappa; Csn a: Casein alpha; 
MSG1: submaxillary gland androgen regulated 1 precursor; Smr2a: submaxillary gland androgen 
regulated protein 2 
 
Alle untersuchten Inseln, die auf Aire Expression getestet wurden, zeigten ein deutliches 
Signal für den vornehmlich in mTEZ stark exprimierten Transkriptionsfaktor. Andere 
untersuchte Gene fielen in dieser Analyse ebenfalls auf, da sie in fast allen untersuchten 
Medullae stark exprimiert wurden. Hierzu zählten Casein ß, AFP, Insulin, p57 sowie 
H19. Insgesamt konnten mindestens sechs von 16 getesteten Genen in jeder medullären 
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untersuchten Inseln detektiert werden. Viele der exprimierten Gene liegen auf 
unterschiedlichen Chromosomen im Genom der Maus (Casein ß auf Chromosom 5 und 
p57 und H19 auf Chromosom 7). Dies zeigt, dass pro medullärer Insel eine Expression 
von Genen, die auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert sind, stattfindet.  
Im Gegensatz hierzu erwiesen sich Igf2 und Ugt2a1 als sehr schwach detektierbar und 
nur selten nachweisbar.  
Da in diesem Experiment sehr geringe Zellzahlen pro Probe isoliert wurden, stellten 
sich zwei Fragen: Erstens, inwiefern die Gene, die nicht nachgewiesen wurden, im 
Thymus der neonatalen Mäuse tatsächlich nicht präsent sind, d.h. möglicherweise noch 
nicht exprimiert werden? Zweitens, ob die Ursache für das Fehlen bestimmter Gene 
möglicherweise in der geringen Zellzahl der kleinen neonatalen Inseln begründet ist?  
Zur Beantwortung dieser Fragen wurden mehrere medulläre Areale eines neonatalen 
Thymus in einer Probe gesammelt und analysiert. Mit einer Gesamtzellzahl von 7000 
Zellen beinhaltete diese kombinierte Probe wesentlich mehr Zellen als die zuvor 
analysierten Einzelproben. In dieser kombinierten Probe konnten alle Gene 
nachgewiesen werden (s. Tab. 4.1).  
Zusammenfassend zeigt die Analyse der medullären Inseln einer neonatalen Maus, dass 
das Expressionsprofil divers und chromosomenübergreifend, jedoch inkomplett ist. Die 
kombinierte Probe bestätigt allerdings, dass die hier gewählten Gene im Thymus einer 
neonatalen Maus bereits exprimiert werden, die Detektierbarkeit in den einzelnen Inseln 
aber von der untersuchten Zellzahl abhängt. 
Medulläre Bereiche von adulten Tieren verschmelzen miteinander und beinhalten eine 
größere Zellzahl als neonatale Inseln. T-Zellen, die diese adulten medulläre Bereiche 
durchlaufen, treffen daher auf mehr Zellen als im neonatalen Tier. Ein größerer 
medullärer Bereich könnte die Genexpression jedoch „verdünnen“. Daher stellte sich 
die Frage, inwiefern die Diversität pro Areal mit der in neonatalen medullären Inseln 
korreliert. Die Analyse der Diversität des Genexpressionsmusters in adulten Medullae 
wurde ebenfalls mit der Methode der Mikrodissektion durchgeführt.  
Für die Analyse wurden sechs verschieden große medulläre Bereiche ausgeschnitten 
und auf ihre Expression getestet. Zum einen wurden kleinere Areale aus einer großen 
Medulla isoliert, die daher nur Teile derselben beinhalteten (Proben 1 und 2; Tab. 4.2). 
Diese entsprachen der Größe der analysierten kleineren neonatalen Inseln. Die Proben 
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wurden anhand von RT-PCR ebenfalls auf die oben erwähnten gewebespezifischen 
Gene getestet.  
partielle Medulla
 
Sultn
Csng
Csnß
Csnk
Csna
MSG1
Smr2a
Ugt2a1
AFP
Alb
p57
IgF2
H19
INS1+2
GAD 67
AIRE
Zellzahl          580 1350         2320 4900 6000        9660
Fläche(µm2)      573 794         1335300       2317833        4877596 5994980         9655473
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 4.2 Expressionsmuster von adulten medullären Thymusarealen aus C57Bl/6-Mäusen 
Sechs separate medulläre Bereiche aus adulten murinen Thymi wurden mittels Laser-Mikrosdissektion 
isoliert und anhand von RT-PCR auf 16 gewebespezifische Gene gestestet. Die ersten beiden Proben 
bestehen nur aus Teilen eines medullären Areals. Ein grünes Feld bedeutet detektierbar, ein rotes Feld 
nicht nachweisbar und ein weißes Feld zeigt an, dass dieses Gen nicht getestet werden konnte aufgrund 
von geringem Probenmaterial. 
 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst. Adulte Areale weisen ein mit 
neonatalen Medullae vergleichbares diverses Expressionsmuster in den jeweiligen 
Proben auf. Wie auch bei den neonatalen Mäusen wurden bestimmte Gene stets 
exprimiert, dazu zählen p57, Csn ß oder auch AFP. Ebenso waren Gene, die in jungen 
Mäusen nur schwach oder nicht detektiert wurden, in adulten Tieren ebenfalls schwach 
oder nicht nachweisbar, besonders die Gene Igf2 und Ugt2a1. Selbst bei sehr großen 
Arealen mit fast 10000 Zellen konnte Ugt2a1 nicht nachgewiesen werden, jedoch Igf2. 
Es war auch bei adulten Mäusen die Tendenz eindeutig wiederzuerkennen, dass die 
untersuchte Zellzahl mit der Anzahl der detektierbaren Gene korrelierte. Kleine Areale, 
die der Zellzahl der neonatalen medullären Inseln entsprachen, wiesen in ihrem 
Expressionsmuster eine ähnlich inkomplette Detektierbarkeit wie im Falle von 
neonatalen Mäusen auf. 
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Die Daten zeigen, dass das Genexpressionsmuster von abgegrenzten, adulten 
medullären Bereichen vollständiger ist als das von neonatalen medullären Inseln. Dies 
ist in der Größe der adulten medullären Bereiche begründet. 
Durch eine Darstellung der detektierten Gene gegenüber der Zellzahl der analysierten 
neonatalen Inseln sowie adulten medullären Bereiche werden die oben aufgeführten 
Daten zusammengefasst.  
Die Abbildung macht deutlich, dass die Anzahl der exprimierten peripheren Gene mit 
der Größe des analysierten Areals korreliert (s. Tab. 4.1 und 4.2) und selbst bei einer 
geringen Zellzahl pro Areal ein breites Spektrum an Genen detektiert werden kann. So 
konnte bei einer neonatalen Probe mit circa 600 mTEZ 94 % der untersuchten, zufällig 
gewählten Gene nachgewiesen werden.  
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Abbildung 4.3 Korrelation von detektierten Genen mit der Zellzahl der medullären Inseln 
Die Korrelation des Prozentsatzes der detektierten Gene mit der Zellzahl des jeweiligen analysierten 
medullären Areals in neonatalen Mäusen (blaue Linie) und in adulten Mäusen (grüne Linie) wird 
dargestellt. Prozente wurden berechnet, indem die Anzahl der nachweisbaren Gene pro getesteten Gene 
angegeben wurden.  
 
Die Daten aus neonatalen sowie adulten Mäuse weisen im Wesentlichen eine ähnlich 
verlaufende Korrelation auf. In adulten Tiere wird die gleiche Diversität jedoch erst mit 
höheren Zellzahlen erreicht. 
Alle 16 untersuchten Gene konnten ab einer Zellzahl von ungefähr 6000 Zellen sowohl 
in adulten als auch in neonatalen medullären Arealen nachgewiesen werden. Hier muss 
allerdings angemerkt werden, dass die Zahl von 6000 Zellen pro Probe bei neonatalen 
Mäusen nur durch das Zusammenfügen von mehreren medullären Inseln erreicht wurde, 
da einzelne Inseln nie diese Größe erreichten. Daher war in keiner der neonatalen Insel 
ein komplettes Expressionsmuster der peripheren Gene wiederzufinden.  
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Drei Punkte werden hier aufgezeigt: 1) Es existiert eine klare Korrelation zwischen 
Zellzahl und Vollständigkeit des ausgewählten Genexpressionsmusters. 2) Soweit hier 
untersucht ist die Diversität innerhalb eines neonatalen medullären Areals inkomplett. 
3) Areale gleicher Größe in neonatalen sowie adulten Tieren zeigen ein ähnliches 
Muster.  
4.1.3 Kortikale Bereiche des Mausthymus exprimieren eine geringe Anzahl an 
gewebespezifischen Genen 
Frühere Analysen von pGE in kTEZ (Derbinski et al., 2005) basierten auf der 
durchflußzytometrischen Isolation mittels Oberflächenmarkern. Dabei kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass die verwendeten Oberflächenmarker nur eine 
Subpopulation von kTEZ erfassen (Müller et al., 2005). 
Deshalb sollte hier ein Vergleich des verwendeten optischen Verfahrens der 
Mikrodissektion mit früheren Suspensionsanalysen der kTEZ durchgeführt werden. Bei 
der Methode der Mikrodissektion konnte der gesamte Kortex mit Hilfe der 
Immunhistologie definiert werden. Für diese Analyse wurde kortikales Thymusgewebe 
aus adulten und neonatalen Mäusen isoliert und ebenfalls per RT-PCR auf 
gewebespezifische Genexpression hin untersucht. 
Expressionsmuster von vier kortikalen Bereichen (Probe 1 stammt aus einer 6 Tage 
alten Maus, Probe 2 bis 4 aus adulten Mäusen) sind in Tabelle 4.3 aufgezeigt. Die 
gezeigte, Fläche der dreidimensional isolierten, kortikalen Areale entsprach in etwa den 
neonatalen medullären Inseln, allerdings ist die Dichte der Epithelzellen im Kortex 
wesentlich höher. Die genauen Zellzahlen konnten daher hier nicht bestimmt werden. 
Der Großteil der untersuchten Gene war im Kortex nicht nachweisbar. Allerdings ließen 
sich einige Gene, wie z. B. p57 und H19, in allen Kortexproben nachweisen. Zusätzlich 
waren in Probe 3 und 4 Medulla-spezifische Gene, wie Aire oder GAD67, detektierbar.  
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Sultn
Csng
Csnß
Csnk
Csna
MSG1
Smr2
Ugt2a1
AFP
Alb
p57
IgF2
H19
INS1+2
GAD 67
AIRE
Fläche (µm2) 760194 1841165 1293762        743844
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 4.3 Genexpressionsanalyse in kortikalen Bereichen von neonatalem und adultem 
Thymusgewebe 
Drei adulte kortikale Areale aus einer C57Bl/6-Maus wurden per Laser Mikrodissektion isoliert und auf 
die jeweiligen Gene getestet. Kortexprobe 1 stammt aus einer 6 Tage alten Maus. Ein grünes Feld stellt 
detektierbar dar, ein rotes Feld nicht nachweisbar und ein weißes Feld zeigt an, dass dieses Gen nicht 
getestet werden konnte aufgrund von geringem Probenmaterial. Da die Zellzahlen für kTEZ nicht 
bestimmt werden konnten, ist nur die Fläche pro Areal angegeben. 
 
Gewebespezifische Gene, die bislang nur in der Medulla nachgewiesen werden 
konnten, wie die Familie der Kaseine oder AIRE, waren im Kortex nicht detektiert. Der 
Nachweis von einigen „mTEZ-spezifischen“ Genen im Kortex ist möglicherweise auf 
eine geringe Kontamination mit medullären Zellen zurückzuführen. 
Zusammengefasst zeigt sich, dass das Muster der pGE im Kortex sich deutlich von dem 
in medullären Inseln unterscheidet und damit die Suspensionsanalysen bestätigt werden. 
4.1.4 Gewebespezifische Gene sind vorwiegend in der äußeren Medulla 
lokalisiert 
Die bisherigen Ergebnisse zeigten ein breites Spektrum an TRAs innerhalb einer Insel 
auf, lieferten aber keine Hinweise auf die spezifische intramedulläre Lokalisation der 
exprimierenden mTEZ. Daher sollte in der folgenden Untersuchung das vorgeschlagene 
„multiklonale Modell“ von Kyewski und Derbinski (2004) überprüft werden. Dieses 
postuliert, dass sich mTEZ während einer Wanderung vom inneren zum äußeren 
Bereich der Medulla zu den „reifsten“ Zellen mit einem diversen Profil und starker 
Genexpression differenzieren. Dieses Modell basiert u.a. darauf, dass häufig 2 bis 4 
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Antigen-positive mTEZ im Randbereich der Medulla lokalisiert sind (Klein et al., 1998; 
Avichezer et al., 2003; Takase et al, 2005)  
Hierzu wurden zunächst Thymusschnitte aus adulten C57Bl/6-Mäusen in Serie 
geschnitten und mit H&E gefärbt. Sowohl der innere als auch der äußere Bereich einer 
Medulla wurden in Z-Ebene mittels Mikrodissektion ausgeschnitten. Anhand von 
semiquantitativer RT-PCR konnte die Expression innerhalb der beiden Areale 
verglichen werden. Alle Proben wurden auf die Aktin ß- und Zytokeratin 14- (ZK14) 
Expression abgeglichen. Aufgrund der begrenzten Materialmenge wurden nicht alle der 
in Tabelle 4.1 und 4.2 analysierten promiskuösen Gene für diese Untersuchung 
ausgewählt. Stattdessen wurden Stichproben zum Vergleich der Expression in den 
inneren und äußeren Bereichen der medullären Proben herangezogen.  
 Medulla Proben
i         a i       a        i      a     M    +   H2O
1.                  2.             3.
AIRE
Ins1+2
GAD67
IRBP
p57
H19
Smr1
Csn ß
Csn a
Csn k
Csn g
 
 
 
 
379 bp 
353 bp 
477 bp 
370 bzw. 377 bp 
482 bp 
460 bp 
518 bp 
442 bp 
425 bp 
640 bp 
420 bp 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.4 Vergleich der Expressionsmuster des inneren und äußeren Bereiches verschiedener 
Medullae  
Mittels semiquantitativer RT-PCR (40 Zyklen) wurden 11 gewebespezifische Gene auf ihre Expression in 
einem äußeren und inneren Areal pro Medulla untersucht und verglichen. i: innerer Bereich; a: äußerer 
Bereich der Medulla; M: 100 bp Marker; +: Positive Kontrolle für jeweiliges Gen; H2O: Wasser 
Kontrolle. Legende der Gene zu finden in Tab.4.1. 
 
Es zeigte sich eine gewisse Variation des Expressionsmusters innerhalb der drei Proben. 
In allen Proben konnten IRBP, Kasein α und Kasein γ nicht oder nur sehr schwach 
detektiert werden. Dagegen trat Casein ß als ein sehr stark transkribiertes Gen in jeder 
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Probe auf und war sowohl im inneren als auch im äußeren Bereich der Medulla 
exprimiert.  
Aire und p57 waren in der äußeren Medulla stärker exprimiert.  
Insbesondere Probe 2 verzeichnete eine erhöhte Frequenz der stark exprimierenden 
mTEZ im äußeren Bereich der Medulla zu verzeichnen. Mit Ausnahme von Casein ß 
wurden alle nachweisbaren Gene nur in Zellen des äußeren Randes der Medulla 
detektiert. In Probe 1 jedoch konnte bei einigen Genen, wie z.B. Insulin, Casein κ und 
Smr1, das umgekehrte Profil beobachtet werden.  
Zusammenfassend zeigte sich kein konsistentes Bild für die drei Proben. Die Erklärung 
hierfür ist unklar und ist möglicherweise methodisch bedingt. Es ist jedoch festzuhalten, 
dass mTEZ im äußeren Bereich der Medulla eine tendenziell diversere und stärkere 
Genexpression als im inneren Bereich der Medulla aufzeigen. Diese Daten stützen das 
„multiklonale Modell“ von Kyewski & Derbinski (2004). 
4.2 Multiklonale Zusammensetzung der Medulla 
4.2.1 Selektion von Chimären mit „unausgewogener“ Expression von MHC 
Klasse II Haplotypen 
Die oben aufgezeigten Daten wiesen ein diverses Spektrum an TRAs innerhalb eines 
medullären Bereiches auf. Frühere Studien wiesen eine klonale Zusammensetztung der 
Medulla nach (Rodewald et al., 2001; Bleul et al., 2006). Im Folgenden sollte daher die 
nächst kleinere Organisationseinheit einer Medulla, die verschiedenen Klone, betrachtet 
werden. Es stellte sich die Frage, inwiefern ein Zusammenhang zwischen der Diversität 
der pGE und der Multiklonalität einer Medulla besteht.  
Es sollte die Größe und Lokalisation der einzelnen Klone sowie deren 
Genexpressionsprofil definiert werden. Hierzu wurden Aggregationschimären der 
Mausstämme Balb/c und C57Bl/6 hergestellt. 
Die für unsere Analyse ausgewählten Tiere (2 von 10) wiesen einen stark 
„unausgewogenen“ Chimerismus auf (≤ 5 % eines MHC Klasse II Haplotyps). Da 
dieser „unausgewogene“, genetische Chimerismus wenige Vorläuferzellen eines 
Haplotyps reflektiert, ergibt sich dadurch prinzipiell die Möglichkeit, die einzelnen 
Klone zu detektieren. Reife mTEZ exprimieren MHC Klasse II und der genetische 
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Ursprung der Zellen kann dadurch unterschieden werden. Die strikte Klonalität der 
separaten Areale kann damit zwar nicht nachgewiesen werden, aber aufgrund der 
geringen Frequenz der Zellen und einer deutlichen Abgrenzung ist es wahrscheinlich, 
dass diese sich aus einer Vorläuferzelle entwickelt haben. Aus diesem Grund werden in 
den nächsten Abschnitten die isolierten Zell-Cluster operationell als „Klone“ 
angesehen.  
 
A           B 
Abbildung 4.5 Neun Tage alte C57Bl/6↔Balb/c Morula-Morula Chimären 
Zwei „unbalancierte“ Chimären (siehe Pfeile). Bild A zeigt einen Wurf von vier chimären Mäusen. 
Anhand der Fellfarbe konnte der Chimerismus der Tiere abgeschätzt werden. Drei Tiere zeigten einen 
relativ ausgeglichenen Chimerismus, wohingegen eine Maus einen stark unausgeglichenen Chimerismus 
besaß (Maus W1). Der Hauptteil dieses unausgeglichenen Chimerismus bestand aus Balb/c- mit einem 
sehr geringen Anteil des C57Bl/6-Stammes. Bild B zeigt Chimäre W2 mit einem inversen 
unausgeglichenen Chimerismus (hoher C57Bl/6-, wenig Balb/c-Anteil). 
 
Nachdem der Chimerismus der Mäuse anhand ihrer Fellfarbe grob abgeschätzt wurde, 
wurde zusätzlich eine FACS-Analyse der MHC Klasse II Expression auf der Oberfläche 
der B-Zellen aus der Milz durchgeführt (C57Bl/6: I-Ab und Balb/c: I-Ad).  
Hierfür wurden die B-Zellen anhand ihrer CD19-Expression definiert. Die prozentuale 
Verteilung der Expression beider MHC Klasse II Haplotypen auf den B-Zellen der 
Chimären wurde als repräsentativ für alle anderen Organe in der jeweiligen chimären 
Maus gewertet. Als Kontrollen wurden jeweils B-Zellen aus einer C57Bl/6- und einer 
Balb/c-Maus verwendet und entsprechend mit den Expressionsprofilen der Chimären 
verglichen.  
Die Analyse der MHC Klasse II Expression ergab eine deutliche Korrelation des B-Zell 
Chimerismus mit dem der Fellfarbe (Abb. 4.5 und 4.6). Für die weiteren Experimente 
wurden nur solche Tiere ausgewählt, die einen der beiden MHC Klasse II Haplotypen 
mit einem geringeren Prozentsatz als 5 % besaßen. Dieser Chimerismus zeigte sich 
allerdings nur bei zwei aus zehn untersuchten Mäusen. Sie werden in den weiteren 
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Kapiteln als Chimäre W1 (> 95 % Balb/c und  < 5 % C57Bl/6) und W2 (> 95 % 
C57Bl/6 und < 5 % Balb/c) bezeichnet. 
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Abbildung 4.6 MHC Klasse II Expressionsprofil auf CD19+-B-Zellen in C57Bl/6↔Balb/c Chimären  
In den oberen Abbildungen sind die Kontrollmessungen zu sehen. Am Beispiel der Morula-Morula 
Chimäre W2 (untere Reihe) ist ein stark unausgeglichener Chimerismus aufgezeigt. Der Hauptanteil des 
Chimerismus basiert auf den Mausstamm C57Bl/6. Nur ein sehr geringer Anteil des Balb/c Haplotyps     
I-Ad ist zu erkennen. Die Zahlen entsprechen Prozentangaben. Die Analyse ist auf CD19+-Zellen 
beschränkt.  
 
Das Ergebnis der MHC Klasse II Expressionsanalyse der Chimäre W2 zeigte die  
unausgeglichene Verteilung der MHC Klasse II Haplotypen. Es war eine minimale 
Expression des Haplotyps I-Ad in der Chimäre zu detektieren. Der anhand der Software 
ermittelte Prozentsatz (Abb.4.6) der positiven Population ergab eine I-Ad Expression 
von 0.89 % auf CD19+-B-Zellen und für die Expression von I-Ab einen Anteil von    
65.4 %.  
4.2.2 „Unausgewogene“ Chimären zeigen isolierte Zell-Cluster in medullären 
Inseln des Thymus 
Um den Thymus einer unbalancierten chimären Maus auf „Klonalität“ zu untersuchen, 
wurde der komplette Thymus in 5 µm dicken Schnitten auf Objektträger aufgezogen. 
Diese Schnitte wurden durch Immunfluoreszenzfärbungen auf klonale Inseln der 
Medulla hin analysiert. Die Medulla wurde mittels des Markers Zytokeratin 14 (ZK14) 
markiert werden. Zunächst wurde jeder fünfte Schnitt eines Tieres mit ZK14 und dem 
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jeweiligen Antikörper gegen den geringeren Haplotyp angefärbt, um zu erkennen, ob 
sich „Klone“ auf den Schnitten befanden. Jeder zehnte Schnitt wurde zusätzlich für den 
dominanten Haplotyp angefärbt. 
Zur Kontrolle wurden zuerst Schnitte von Wildtyp Balb/c- bzw. C57Bl/6-Thymi 
angefertigt und diese mit beiden MHC Klasse II Haplotyp Antikörpern separat gefärbt. 
Die Expression der MHC Klasse II Moleküle auf mTEZ konnte mit Zytokeratin 14 
kolokalisiert werden (gelbe Färbung, Abb. 4.7). Ein bestimmter Anteil an MHC Klasse 
II-positiven Zellen, die keine Koexpression von ZK14 zeigten, war in medullären 
Arealen zu finden. Dabei handelt es sich um hämatopoetische Zellen, vorwiegend DZ.  
 
 
 
MHC Klasse II I-Ad   MHC Klasse II I-Ab
Balb/c 
 
 
C57Bl/6 
Abbildung 4.7 MHC Klasse II Expression in der Medulla  
Balb/c (I-Ad) und C57Bl/6 (I-Ab) Thymusschnitte wurden mit den für die zwei verschiedenen Haplotypen 
spezifischen Antikörpern angefärbt. Beide Antikörper wurden mit Alexa 488 (grün) direkt konjugiert. Die 
rote Färbung repräsentiert den Medulla-spezifischen Marker Zytokeratin 14 (rot). Zusätzlich sind 
Phasenkontrastbilder der jeweiligen Areale dargestellt. Maßstabsbalken: 20 µm.  
 
Dieses Färbeschema wurde ebenfalls auf den Schnitten der Chimären angewandt und 
ergab, dass „Klone“ des geringeren Haplotyps in medullären Arealen nachweisbar 
waren. Oft war nur ein „Klon“ innerhalb eines medullären Bereichs erkennbar. 
Allerdings beinhalteten große, zusammenhängende medulläre Bereiche häufig mehrere 
solcher „Klone“; die Größe dieser „Klone“ variierte jedoch. Die „Klone“ 
koexprimierten ZK14 und waren als zusammenhängende und isolierte Zellgruppen zu 
detektieren. Die klonalen Inseln waren häufig im Randbezirk des kortiko-medullären 
Übergangs (CMJ) und nicht im Inneren der Medulla lokalisiert. Die „Klone“ in 
Abbildung 4.8 stellen Beispiele für die typische Lokalisation und Größe eines Klons 
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dar. Beide „Klone“, bestehend aus nur wenigen Zellen, befanden sich am äußeren Rand 
der Medulla.  
 
 
D E F 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.8 Klonale Inseln am äußeren Rand einer Medulla auf seriellen Schnitten der chimären 
Maus W1 
Die Abbildungen A, B und C, E zeigen Beispiele von „Klonen“ zweier verschiedener in Serie 
geschnittener Medullae. Der Hauptanteil der Medulla wurde von dem Haplotypen I-Ad (blau) gebildet 
(Bild B und F). Die Medulla wurde mit dem Marker ZK14 (rot) markiert und die Insel mit einem Alexa 
488 gekoppelten I-Ab Antikörper (grün) detektiert. In Bild B und F ist zusätzlich der MHC Klasse II 
Haplotyp  I-Ad gegengefärbt (Alexa 350: blau). Eine gelbe Färbung zeigt die Koexpression von ZK14 
und I-Ab. Demgegenüber weist eine lila Färbung eine Kolokalisation von I-Ad mit ZK14 nach. Bild C 
zeigt ein Phasenkontrastbild des entsprechenden Ausschnittes von Bild A. Bild E repräsentiert eine 
Vergrößerung des Bildes D. Maßstabsbalken in A, B, C und D: 20 µm; Maßstabsbalken in E und F: 10 
µm. 
4.2.3 Medulläre „Klone“ variieren in ihrer Größe  
In den medullären Bereichen, in denen sich „Klone“ des weniger stark repräsentierten 
MHC Klasse II Haplotyps befanden, wurden ebenfalls die angrenzenden Schnitte 
gefärbt, um die Größe der „Klone“ entlang der Z-Achse zu definieren. Jeder „Klon“ 
wurde nur als solcher definiert, wenn dessen Zellen zusammenhängend waren und 
dieses Muster auch in den seriellen Schnitten (5 µm) bestätigt werden konnte. Da die 
Zellen eines „Klons“ ZK14 koexprimierten, wurden diese als mTEZ gewertet und unter 
dem Mikroskop ausgezählt.  
Am Beispiel von Klon Nummer 8 (Tab.4.4) ist der Ablauf der oben beschriebenen 
Vorgehensweise dargestellt (Abb. 4.9). Wie auf Schnitt 42.1 zu sehen ist, war noch kein 
„Klon“ innerhalb des medullären Bereichs erkennbar, wohingegen sich in 42.2 erste 
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wenige Zellen des „Klons“ detektieren ließen. Die „klonalen“ Zellen zeigten eine 
Kolokalisation des mTEZ Markers ZK14 mit der MHC Klasse II Expression. Aufgrund 
der geringen Zellzahl dieses Klons (sechs Zellen), wurde Zellen nur in zwei Schnitten 
(ca. 10 µm) detektiert. Man beachte, dass in diesem medullären Bereich weitere 
„Klone“ an anderen Stellen zu erkennen waren (s. 42.3 und 43.1), die allerdings keine 
Verbindung zu „Klon“ Nummer 8 aufwiesen. 
 
Abbildung 4.9 Darstellung eines „kompletten Klons“ (Nummer 8) anhand von seriellen 
Thymusschnitten der Chimäre W2  
Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen von seriell gefärbten Thymusschnitten zeigen den Anfang und das 
Ende einer klonalen ZK14-positiven Insel auf den Schnitten 42.2 und 42.3. Zusammen umfasst der Klon 
eine Zellzahl von sechs Zellen (Tabelle 4.4, Nr. 8). Schnitt 42.1 zeigt noch keine Zellen des Klons, 
während der Klon auf Schnitt 43.1 schon nicht mehr detektierbar ist. Der ZK14-Antikörper wurde mit 
einem Cy3-gekoppelten Sekundärreagenz (rot) detektiert und die MHC Klasse II Expression anhand eines 
direkt konjugierten Alexa 488 I-Ad-Antikörpers (grün) nachgewiesen. Maßstabsbalken: 20 µm. 
 
Es finden sich jeweils mehrere „Klone“ in einer Medulla eines Thymus (Tab.4.4 und 
Abb.4.8). Dies konnte in beiden untersuchten unbalancierten Chimären bestätigt 
werden. Die Anzahl der Epithelzellen pro untersuchtem „Klon“ variierte zwischen fünf 
und 110 Zellen (s. Tab.4.4). 
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„Klon“-
Nummer 
Gesamt-  
zellzahl
1 110 
2 23 
3 108 
4 54 
5 15 
6 28 
7 5 
8 6 
9 16 
10 70 
11 14 
12 9 
13 41 
14 91 
Durchschnitt 40 
Tabelle 4.4 Anzahl der mTEZ pro klonaler medullärer Insel in Chimäre W2 
Die Tabelle zeigt die Gesamtzellzahlen und den Durchschnitt von 14 verschiedenen klonalen medullären 
Inseln. Gezählte Zellen schließen ausschließlich mTEZ ein, die anhand der Koexpression des ZK14 
definiert wurden. Die Klone wurden repräsentativ ausgewählt. 
 
Die Gesamtzellzahl pro „Klon“ betrug im Durchschnitt 40 Zellen.  
4.2.4 Räumliche Assoziation medullärer und kortikaler Zell-Cluster 
Daten von Bleul et al., (2006) leiteten mit der Methode der „random gene activation“ 
einen monoklonalen Ursprung von kortikalen und medullären Epithelzellen her. Es 
wurde beobachtet, dass kTEZ- und mTEZ-Cluster häufig in einer engen räumlichen 
Beziehung zueinander befanden. Dieser Beobachtung sollte mit unserer Methode der 
Chimäre ebenfalls nachgegangen werden und die Assoziation der kortikalen mit den 
medullären Epithelzellen analysiert werden.  
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„Klon“-
Nummer 
Zellen im 
Kortex 
1 Nein 
2 Ja 
3 Nein 
4 Nein 
5 Nein 
6 Ja 
7 Nein 
8 Nein 
9 Ja 
10 Ja 
11 Ja 
12 Ja 
13 Ja 
14 Ja 
Tabelle 4.5 Detektion von kTEZ im angrenzenden Kortex der medullären „Klone“ 
Die Tabelle zeigt, inwiefern Zellen im umgebenden Kortex der 14 medullären „Klone“ ebenfalls positiv 
für denselben MHC Klasse II Haplotypen gefunden wurden. Diese positiven kortikalen Zellen fanden 
sich in dem jeweiligen angrenzenden Kortex der medullären „Klone“ (Abbildung 4.11).  
 
Es zeigte sich eine Häufung von medullären „Klonen“ mit Zellen des gleichen 
Haplotyps im angrenzenden inneren Kortex (Tab.4.5). 57 % der analysierten 14 
medullären „Klone“ der Chimäre W2 wiesen vereinzelte positive Zellareale im Kortex 
auf. Diese für den jeweiligen MHC Klasse II Haplotyps positiven kTEZ waren im direkt 
angrenzenden Kortex der medullären Inseln zu erkennen Hingegen waren bei sechs von 
14 medullären „Klonen“ keine entsprechenden Zellen im Kortex zu finden. 
Bei den meisten untersuchten medullären „Klonen“ waren mehrere positiv gefärbte 
Zellareale im Kortex zu finden. Diese lagen immer in räumlicher Nähe zu den 
medullären „Klonen“. Positive Zellen im Kortex wiesen eine ähnliche Morphologie auf 
(Abb.4.10), die Zellen hatten die Form eines Korbes. Diese Form erinnert an die für den 
Kortex spezifische Ammenzellen („thymic nurse cells“; TNC) (Toussaint-Demylle et 
al., 1990, von Gaudecker et al., 1997; Brelinska et al., 1997). 
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Abbildung 4.10 Darstellung von MHC Klasse II-positiven Zellen im Kortex der Chimären W1 und 
W2 
Die Medulla wurde mit dem ZK14-Antikörper identifiziert, der mit einem Cy3-gekoppelten 
Sekundärreagenz detektiert wurde (rot). MHC Klasse II-positive Zellen wurden direkt mit Alexa 488-
konjugiert und positive kortikale Zellen befanden sich im angrenzenden Kortex der Medulla (gelb 
abgegrenzt). Bild A und B sind Aufnahmen der Chimäre W1 und Bilder C-E zeigen Ausschnitte der 
Chimäre W2. Bild B zeigt eine Vergrößerung des Bildes A und der Einsatz in Bild D zeigt eine 
Vergrößerung einer korb-ähnlichen Zelle (weißer Pfeil). Das Phasenkontrastbild E repräsentiert den 
Bildausschnitt D. Maßstabsbalken in A: 50 µm; B, C, D und E: 20 µm. 
 
Zusammenfassend zeigen sich sowohl in der Medulla als auch im Kortex Zellen 
desselben MHC Klasse II Haplotyps. In den untersuchten Chimären existierten keine 
positiven kortikalen Zellen, die keine räumliche Beziehung zu einem medullären 
„Klon“ aufwiesen. Demgegenüber ist allerdings zu erwähnen, dass medulläre „Klone“ 
in Abwesenheit von angrenzenden positiven kortikalen Zellen zu finden waren.  
Die hier gezeigten Daten bestätigen die Daten der Publikationen von Bleul et al., (2006) 
und können als weiteren unabhängigen Hinweis auf den gemeinsamen Ursprung von 
kTEZ und mTEZ gewertet werden. 
4.2.5 Medulläre „Klone“ zeigen eine heterogene AIRE-Genexpression 
Die Ergebnisse der Mikrodissektion zeigten ein diverses Expressionsmuster in 
medullären Arealen (Kapitel 4.1). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass medulläre 
Bereiche aus verschiedenen „Klonen“ bestehen (Abs. 4.2.2). Zwei Möglichkeiten 
können diese Beobachtungen erklären. 1) Die Diversität der pGE wird durch die 
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Vielfalt der „Klone“ in einer Medulla bedingt, wobei einzelne „Klone“ ein beschränktes 
Muster exprimieren oder 2) die Diversität wird innerhalb eines „Klons“ erzeugt. Beides 
sollte durch Proteinfärbungen für TRAs innerhalb eines „Klons“ getestet werden. Da 
das Vorkommen von „Klonen“ selten und die Frequenz antigenspezifischer mTEZ 
gering ist, gelang es in den bisherigen Versuchen noch nicht, das Expressionsmuster 
eines bestimmten Antigens (z. B. Insulin) innerhalb eines Klons zu detektieren. Daher 
wurde in der folgenden Analyse auf das Regulatorprotein AIRE als Surrogatmarker für 
pGE ausgewichen, da dieses Protein in einer höheren Frequenz zu detektieren ist.  
Hierfür wurden Thymusschnitte der Chimären mit einem gegen das Protein AIRE 
gerichteten Antikörper gefärbt. Interessanterweise - wie in Abbildung 4.12 zu sehen - 
waren die „Klone“ heterogen in Bezug auf die AIRE-Genexpression. Einige wenige 
Zellen eines „Klons“ wiesen eine spezifische AIRE-Färbung in Kernkörperchen auf 
(Heino et al., 1999), wohingegen viele benachbarte Zellen negativ für AIRE waren (s. 
weiße Pfeile in Abbildung 4.11). Dieses heterogene Muster wurde in beiden 
untersuchten chimären Mäusen wiedergefunden und mehrmals bestätigt. In fast allen 
untersuchten Klonen waren AIRE-positive Zellen vereinzelt oder in 2 bis 3 Zellhaufen 
nachzuweisen (s. Abb. 4.11C). Hier nicht dargestellt, waren einige „Klone“ in den 
Chimären auch komplett AIRE-negativ. 
 
A B C 
 
E D 
Abbildung 4.11 Darstellung der heterogenen AIRE-Expression innerhalb der klonalen Inseln der 
Medulla 
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Die Bilder zeigen die heterogene AIRE-Expression in MHC Klasse II-positiven, klonalen Inseln der 
Medulla in Chimäre W1 (A und B) und Chimäre W2 (C, D und E). Der AIRE-Antikörper wurde mit 
einem Alexa 596-Zweitreagenz (rot) indirekt detektiert. Der MHC Klasse II-Antikörper war mit Alexa 
488 direkt konjugiert (grün). Ein roter Pfeil weist auf die AIRE-Expression hin, ein weißer Pfeil auf 
AIRE-negative Zellen innerhalb des gleichen Klons hinweist. Bild E ist das Phasenkontrastbild des 
Ausschnittes von Abbildung D. Balken A, B und C: 10 µm; Balken D und E: 20 µm. 
 
Die Heterogenität der Klone bezüglich der AIRE-Expression lässt vermuten, dass 
„Klone“ sich weiter diversifizieren und wahrscheinlich ein unterschiedliches Muster an 
promiskuöser Genexpression auf Einzelzellebene ausbilden. Ob die AIRE+-Zellen 
innerhalb eines „Klons“ ausschließlich AIRE-abhängige Gene exprimiert, bleibt zu 
zeigen. 
4.3 Analyse von TRAs in mTEZ-Subpopulationen: intra- und 
interchromosomale Koexpression 
4.3.1 MUC1, CEA und SGLT1 werden mTEZ-spezifisch exprimiert  
Um das Genexpressionsmuster der AIRE+ bzw. AIRE--Zellen der in situ „Klone“ (Abs. 
4.2.) separat zu analysieren, müssten die einzelnen Zellen isoliert und mittels PCR auf 
ihre Expressionsmuster hin untersucht werden. Da die „Klone“ jedoch selten waren und 
nur wenige Zellzahlen beinhalteten, war es nicht möglich, diese Analyse durchzuführen. 
In der folgenden Untersuchung wurden daher Subpopulationen von mTEZ, die sich 
durch die Expression eines bestimmten Antigens auszeichneten, verwendet. Diese 
antigenspezifischen Zellen sind nicht „klonalen“ Ursprungs, sondern entstehen in 
verschiedenen Regionen der Medulla. Die Isolation von Subpopulationen kann 
entweder mittels Expression von Differenzierungsmarkern, wie HLA-DR, oder von 
spezifischen TRAs durchgeführt werden und liefert eine Ebene zwischen der 
Gesamtpopulation- und einer Einzelzell-Analyse. Expressionsanalysen von 
antigenspezifischen Subpopulationen können Hinweise auf Koexpression von 
benachbarten Genen auf dem Chromosom (cluster) oder Genen auf anderen 
Chromosomen liefern. 
Antigenspezifische Subpopulationen von mTEZ umfassen nur eine sehr geringe 
Zellzahl (1 bis 4 % der Gesamt-mTEZ), daher wurde für die folgenden Untersuchungen 
humanes Thymusgewebe verwendet, weil die Gesamtausbeute an gewünschten Zellen 
hier wesentlich höher ist als in Mäusen. Da die Spezieskonservierung von Maus zu 
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Mensch jedoch sehr hoch ist (Derbinski et al., 2001; Gotter et al., 2004), kann man 
davon ausgehen, dass die Expressionsmuster und ihre Regulation im Wesentlichen auch 
auf die Maus zutreffen.  
Drei Kriterien mussten erfüllt sein, um gewebespezifische Antigene für die Isolation der 
Subpopulationen auszuwählen: Erstens mussten die Antigene mTEZ-spezifisch sein, 
d.h. stärker exprimiert werden im Vergleich zu kTEZ. Zweitens mussten diese 
membranständig in mTEZ exprimiert werden, um diese mit Hilfe eines FACS-Sorters 
zu isolieren und drittens sollte möglichst ein spezifisches Reagenz zur Verfügung 
stehen.  
Drei Gene wurden ausgewählt, die im Mausmodell und/oder Humansystem schon als 
mTEZ-spezifisch eingestuft wurden (Derbinski et al., 2001; Gotter et al., 2004; Bos et 
al., 2005): Mucin-1 (MUC1) und Cancer Embryonic Antigen (CEA), die der Gruppe der 
Tumor-assoziierten Antigene angehören und in unterschiedlichen peripheren 
Epithelzelltypen exprimiert und in verschiedenen Formen von Karzinomen 
überexprimiert werden (Denda-Nagai K, 2000). Des Weiteren wurde der hauptsächlich 
in Niere und Magen transkribierte ‚solute carrier family 5 sodium/glucsoe 
cotransporter’ SGLT1 bzw. SLC5A1 ausgesucht.  
Zuerst wurden humane kTEZ und mTEZ eines Donors isoliert und auf die 
Expressionsstärke der drei Gene hin untersucht. Echtzeit-PCR ermittelte die quantitative 
Überexpression dieser Gene in mTEZ im Vergleich zu kTEZ (Abb.4.12). Alle 
ausgewählten Primer wurden auf ihre Bindung homologer Mitglieder der jeweiligen 
Genfamilien überprüft.  
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Abbildung 4.12 Quantitative Expression von MUC1, CEA und SGLT1 in mTEZ im Vergleich zu 
kTEZ im humanen System 
Dargestellt sind die Ergebnisse der Echtzeit-PCR, welche die relative Expressionsstärke der angegebenen 
Gene in mTEZ im Gegensatz zu kTEZ widergeben. Alle Proben wurden auf ihre interne GAPDH-
Expression hin abgeglichen und die Antigen-Expression der kTEZ gleich eins gesetzt. Die Ergebnisse 
zeigen die Mittelwerte aus Triplikaten mit entsprechender Standardabweichung. 
 
Die quantitative Expressionsanalyse zeigte, dass die Expression der drei Gen-
Kandidaten in mTEZ erhöht ist. Nach dem Abgleich der GAPDH-Expression in den 
beiden Populationen, ergaben sich eine über 100-fache Erhöhung der SGLT1 
Expression, eine 45-fache stärkere Expression für MUC1 und einer um den Faktor 
sieben erhöhte Expression für CEA in mTEZ im Vergleich zu kTEZ.  
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4.3.2 MUC1, CEA und SGLT1 werden auf Proteinebene in wenigen mTEZ 
exprimiert 
Wie erwähnt, konnte bislang nur an sehr wenigen Beispielen gezeigt werden, dass 
TRAs auch auf Proteinebene in mTEZ exprimiert werden (Smith et al., 1997; Derbinski 
et al., 2001). Aus diesem Grund sollte die Expression der ausgewählten Gene auf 
Proteinebene untersucht werden, eine Vorraussetzung für die durchflußzytometrische 
Isolation der Subpopulationen. 
Isolierte humane mTEZ wurden mit Hilfe des Zytospin-Verfahrens auf Objektträger 
aufgebracht und diese mit entsprechenden Antikörpern angefärbt. Erwartungsgemäß 
zeigten lediglich einige wenige Zellen eine Färbung von MUC1 (Abb.4.13). 
Interessanterweise erscheinen alle positiven Zellen im Phasenkontrast größer als die 
Mehrheit der restlichen Population. Die Kontrollfärbungen waren negativ (nicht 
dargestellt). 
  
A B 
Abbildung 4.13 MUC1 Immunfluoreszenz-Färbung auf isolierten humanen mTEZ 
Die Darstellung zeigt die spezifische Anfärbung des MUC1 Proteins (direkt konjugierter Antikörper mit 
Alexa 488; grün) auf isolierten mTEZ. Die Zellkerne sind mit dem Farbstoff Hoechst 33342 (blau) 
markiert. Bild B zeigt das entsprechende Phasenkontrastbild. Maßstabsbalken in A und B: 20 µm. 
 
Der in Abbildung 4.13 verwendetete MUC1-Antikörper 214D4 sowie auch der 
Antikörper DF3 detektierten ein Epitop unabhängig von den Glykosylseitenketten und 
detektieren MUC1 sowohl in gesunden Epithelzellen, als auch in Tumorzellen. 
Zusätzlich zu der gezeigten MUC1-Expression in mTEZ wurden weitere spezifischere 
MUC1-Antikörper verwendet, die unterschiedliche Gykosylierungsmuster der 
extrazellulären Domäne des MUC1 spezifisch für Tumoren nachweisen. Mit Hilfe 
dieser Antikörper sollte untersucht werden, inwiefern solche tumorspezifischen 
Varianten in mTEZ exprimiert werden. Die Ergebnisse der quantitativen Auswertung 
sind in Tabelle 4.6 zu finden und zeigen eine Frequenz von 0,36 bis 1,5 % von positiven 
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mTEZ für Epitope des MUC1, die nicht tumorspezifisch sind. VU4H5 und SM3 
erkennen differenzierungsabhängige Formen des MUC1. Im Gegensatz dazu wurden 
keine positive mTEZ für tumorspezifische MUC1 Epitope detektiert (5E5 und 2D9). 
MUC1-
Antikörper 
Frequenz 
positiver 
mTEZ 
Gezählte 
mTEZ 
Expression in 
gesundem Gewebe 
Expression in 
Tumorgewebe 
214D4 1,5 % 15/1012 Sekretorische 
Epithelien, Kolon 
(Kufe et al., 1984; 
Cao et al., 1998) 
Mammakarzinom, 
Multiples Myelom 
(Cloosen et al., 
2006; Dimas et al., 
2002) 
DF3 1,2 % 12/1007 Sekretorische 
Epithelien, Kolon 
(Kufe et al., 1984; 
Cao et al., 1998) 
Mammakarzinom, 
Multiples Myelom 
(Cloosen et al., 
2006; Dimas et al., 
2002) 
VU4H5 0,4 % 4/997 Epithel der Cornea 
(Jung et al., 2002) 
Mammakarzinom, 
Multiples Myelom 
(Cloosen et al., 
2006; Mommers et 
al.,1999) 
SM3 0,36 % 3/815 Nieren- und 
Brustepithel (Girling 
et al., 1989; Croce et 
al., 2003) 
Mamma-, Kolon-, 
Bronchialkarzinom 
(Cloosen et al., 
2006; Girling et 
al., 1989) 
5E5 0 % 0/946 - 
(Sorenson et al., 
2005) 
Mammakarzinom, 
Multiples Myelom 
(Cloosen et al., 
2006; Sorenson et 
al., 2005) 
2D9 0 % 0/933 - Multiples Myelom 
(Cloosen et al., 
2006) 
Tabelle 4.6 Frequenz verschiedener glykosylierter MUC1-Antigene in mTEZ 
Die Tabelle zeigt die Frequenzen der positiven mTEZ nach Anfärbung mit Antikörpern gegen spezifische 
Formen von MUC1. Die rechten Spalten geben das Expressionsmuster in gesundem und Tumorgewebe 
der verschieden glykosylierten MUC1 Formen an. 
 
Auch CEA wurde auf Zytospins nur auf wenigen Zellen detektiert (Abb. 4.14).Wie im 
Falle von MUC1, erschienen die positiven mTEZ ebenfalls größer im Vergleich zu der 
Gesamt-mTEZ Population.  
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Abbildung 4.14 Darstellung der Proteinfärbung von CEA auf isolierten mTEZ 
Der mit Alexa 488 direkt konjugierten CEA Antikörper zeigt eine spezifische Anfärbung (grün) von 
wenigen humanen mTEZ auf Zytospins. Die Zellkerne sind mit Hoechst 33342 (blau) gegengefärbt. Bild 
B stellt den Ausschnitt A als Phasenkontrastbild dar. Maßstabsbalken in A und B: 20 µm. 
 
Auch die Färbung mit dem polyklonalen SGLT1-Antikörper zeigte einige seltene 
positive Zellen innerhalb der isolierten humanen mTEZ-Population (Abb. 4.15 A). Die 
Negativkontrolle ist in Abb. 4.15 (C und D) gezeigt. Wie zu erkennen, zeigte der 
Sekundärantikörper keinen unspezifischen Hintergrund. 
  
  
A B 
C D 
Abbildung 4.15 SGLT1 Färbung auf isolierten humanen mTEZ und Kontrollfärbung 
Dargestellt ist die Anfärbung des SGLT1-Proteins auf isolierten humanen mTEZ (Bild A mit 
Vergrößerung einer SGLT1+-mTEZ). Bild B zeigt das entsprechende Phasenkontrastbild. Abbildungen C 
und D stellen die Negativkontrolle dar, indem die Zellen nur mit dem Zweitreagenz gefärbt wurden. 
Maßstabsbalken in A und B: 20 µm, Maßstabsbalken in C und D: 10 µm.   
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Als Nächstes wurde eine quantitative Auswertung durchgeführt. Die positiven Zellen 
wurden anhand oben gezeigter Färbungen unter dem Mikroskop ausgezählt. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 4.7 aufgelistet. 
 Antigen Frequenz 
Antigen- 
positiver mTEZ
Gezählte mTEZ 
MUC1 3,6 % ± 0.1 38/1082 
CEA 2,4 % ± 0.2 23/1119 
SGLT1 2,6 % 28/1080 
 
  
 
 
 
Tabelle 4.7 Frequenz der Antigen-positiven Zellen innerhalb der Gesamtpopulation von mTEZ 
MUC1, CEA und SGLT1 zeigen eine Frequenz von 1-4 % positiver mTEZ. Die positiven Zellen wurden 
anhand von Immunfluoreszenzfärbungen am Mikroskop ausgezählt. MUC1 (Fallzahl n=2); CEA (n=2). 
Die Anzahl der gezählten mTEZ werden anhand eines Donors gezeigt.  
 
Die Ergebnisse der drei ausgewählten Antigene bestätigen die Frequenzen von 
Proteinfärbungen auf Maus-mTEZ. Ein bestimmtes Protein ist nur in einer 
Subpopulation der mTEZ nachweisbar (Kyewski & Klein, 2006). Interessanterweise 
konnte gezeigt werden, dass tumorspezifische Formen von MUC1 nicht in mTEZ 
nachweisbar waren im Gegensatz zu MUC1 Formen, die in normalen Epithelzellen 
exprimiert werden. 
4.3.3 Korrelation von mRNA- und Protein-Expression  
Um antigenspezfische mTEZ mit Hilfe eines FACS-Sorters zu isolieren, müssen die 
jeweiligen Antigene auf der Oberfläche exprimiert werden. Dies sollte als Erstes 
überprüft werden. Zweitens sollte untersucht werden, ob die Expression des Transkripts 
der unterschiedlichen Antigene mit deren Proteinexpression korrelierte. Dazu wurden 
mTEZ mit dem entsprechenden Antikörper gefärbt und die Antigenexpression auf der 
Oberfläche von mTEZ am FACS detektiert. Nachdem die Membranständigkeit der 
Antigene nachgewiesen wurde (s. Abb. 4.16), konnten die mTEZ in eine Antigen-
positive und -negative Subpopulation isoliert werden. Die Auswahl der 
antigenspezifischen Subpopulation wird in Abb. 4.16 der FACS-Analysen anschaulich. 
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Abbildung 4.16 Graphische Darstellung der FACS-Analyse der Antigen-positive Subpopulationen 
Gezeigt werden drei Beispiele der FACS-Auswertungen für die mTEZ-Subpopulationen in individuellen 
Experimenten. MUC1- und CEA-Färbungen wurden mit direkt Alexa 647-konjugierten Antikörpern 
durchgeführt (rote Linie). Kontrollfärbungen werden als blaue Linie dargestellt. Der polyklonale SGLT1-
Antikörper wurde mit einem Alexa 647-markierten Zweitreagenz detektiert (rote Linie). Die 
Kontrollfärbung wurde nur mit dem Sekundärreagenz durchgeführt (blaue Linie). Die Balken zeigen die 
ausgewählten Regionen zum Sortieren der Antigen-positiven Population mit dem Prozentsatz der 
Antigen-positiven mTEZ.   
 
Alle durchgeführten FACS-Analysen zeigten geringe interindividuelle Variationen in 
den Frequenzen der Antigen-positiven Zellen in verschiedenen Experimenten auf 
(Tab.4.8). Es bestätigte sich jedoch, dass diese Antigene jeweils in einer Subpopulation 
von 1-3 % der Gesamt-mTEZ exprimiert wurden.  
 
Antigen Frequenz der 
positiven Zellen 
mittels FACS Analyse 
MUC1 2,6 % ± 1,6 
CEA 1,8 % ± 0,6 
SGLT1 2,3 % ± 0,8 
Tabelle 4.8 Auflistung der Frequenzen von MUC1, CEA und SGLT1, ermittelt durch FACS- 
Analysen 
Die Tabelle zeigt die Mittelwerte der Frequenzen von individuellen Experimenten anhand  von FACS-
Analysen mit Anfärbungen der Antigene MUC1, CEA bzw. SGLT1 auf humanen mTEZ. Prozente 
wurden durch die Software ermittelt und beziehen sich auf 500 000 mTEZ. MUC1 (n=9); CEA (n=6) und 
SGLT1 (n=8). 
 
Anschließend wurden Echtzeit-PCR Experimente durchgeführt, um die Transkription 
des Antigens mit der Proteinexpression direkt zu vergleichen.  
Die Expressionsstärken für die antigenspezifische RNA in den entsprechenden 
Subpopulationen der mTEZ wurden im Vergleich zu einer für das Antigen-negativen 
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Population ermittelt. Für jede Subpopulation sind zwei verschiedene Experimente 
dargestellt.  
 
MUC1 
   Donor-Nr. 056               Donor-Nr. 057 
 
 
0
5
10
15
20
mTEZ-MUC- mTEZ-MUC+
re
la
tiv
e 
Ex
pr
es
si
on
0
5
10
15
20
mTEZ-MUC- mTEZ-MUC+
re
la
tiv
e 
Ex
pr
es
si
on
 
 MUC1 MUC1
 
 
 
 
CEA 
   Donor-Nr. 014               Donor-Nr. 018 
0
50
100
150
200
mTEZ-CEA- mTEZ-CEA+
re
la
tiv
e 
Ex
pr
es
si
on
 
CEA
0
50
100
150
200
mTEZ-CEA- mTEZ-CEA+
re
la
tiv
e 
Ex
pr
es
si
on
 
CEA
 
 
 
 
 
SGLT1 
   Donor-Nr. 032                Donor-Nr. 033 
 
0
5
10
15
20
mTEZ-SGLT1- mTEZ-SGLT1+
re
la
tiv
e 
Ex
pr
es
si
on
 
SGLT1
0
5
10
15
20
mTEZ-SGLT1- mTEZ-SGLT1+
re
la
tiv
e 
Ex
pr
es
si
on
SGLT1
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.17 RNA Expressionsstärke der jeweiligen Antigene in isolierten Antigenspezifischen 
Subpopulationen 
Dargestellt sind die Daten der Echtzeit-PCR, die eine erhöhte Expression der RNA des jeweiligen 
Antigens in den Antigen-positiven Subpopulationen aufzeigen. Für alle Antigene sind zwei Experimente 
dargestellt. Die Expression der negativen Population wurde gleich eins gesetzt und alle Werte ergaben 
sich aus Triplikaten mit entsprechender Standardabweichung. 
 
In jeder untersuchten antigenspezifischen Subpopulation konnte eine stärkere 
Expression des jeweiligen Antigen-Transkriptes im Vergleich zu der Antigen-negativen 
Population detektiert werden. Außerdem war der Anreicherungsfaktor der 
Expressionsstärke in individuellen Proben, die mittels des gleichen Oberflächenproteins 
sortiert wurden, vergleichbar: MUC1 zeigte eine durchschnittliche Anreicherung um 
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den Faktor 15, SGLT1 hingegen um einen durchschnittlichen Faktor von 13. Eine 
Ausnahme stellte die Analyse des Antigens CEA dar, das starke Varianzen innerhalb 
verschiedener Experimente aufwies (Faktor 40 und 150; Abb.4.17). Daraus ergab sich 
ein Mittelwert von 95. 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass diese Antigene membranständig in 
mTEZ exprimiert werden. Die vergleichende Analyse auf Protein- und RNA-Ebene für 
diese drei Antigene konnte nachweisen, dass eine Korrelation des RNA-Transkripts mit 
der Proteinexpression in mTEZ existiert, der RNA-Anreicherungsfaktor sich jedoch 
zwischen den Antigenen unterscheiden kann. 
4.3.4 Die Expression der untersuchten TRAs korreliert mit der 
Expressionsstärke von HLA-DR auf humanen mTEZ  
Experimente von J. Schwendemann (persönliche Mitteilung) konnten zeigen, dass der 
MHC Klasse II Haplotyp HLA-DR als Differenzierungsmarker in humanen mTEZ 
dienen kann. Eine starke Expression des HLA-DR-Proteins auf der Zelloberfläche 
korrelierte mit einer erhöhten Transkription von diversen TRAs und AIRE in mTEZ. 
Hier sollte untersucht werden, ob auch die Gene MUC1, CEA und SGLT1 
differenzierungsabhängig exprimiert werden, d.h. eine erhöhte Expression innerhalb der 
HLA-DR-positiven (HLA-DRhigh) Zellen zeigen.  
Es wurden humane HLA-DR-negative (HLA-DRlow) und HLA-DRhigh-Zellen sortiert 
(Abs.3.2.2) und mit Hilfe von Echtzeit-PCR Studien wurde die entsprechende 
Genexpression von MUC1, CEA und SGLT1 in beiden Populationen verglichen. 
Die Transkription von MUC1 und CEA korrelierte nicht mit der HLA-DR-Expression 
(Abb.4.18). In beiden Fällen konnte lediglich eine marginale Steigerung der Expression 
im Vergleich zu HLA-DRlow-mTEZ nachgewiesen werden (MUC1: Faktor 2 und CEA: 
Faktor 4). Dies kann im Vergleich mit der Regulation von SGLT1, welches in den HLA-
DRhigh-Zellen gegenüber der HLA-DRhigh-Population um den Faktor 30 überexprimiert 
wird, als gering angesehen werden.  
Zusätzlich zeigte sich die Expression des Transkriptionsfaktors AIRE und des in der 
Maus AIRE-abhängigen Gens Insulin (Anderson et al., 2002) in HLA-DR-positiven 
mTEZ deutlich erhöht. Die Insulin-RNA wurde um den Faktor 140 in HLA-DRhigh-
Zellen überexprimiert, die AIRE-Transkription in den HLA-DR-positiven mTEZ um 
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den Faktor 20 erhöht. Immunfluoreszenzfärbungen mit AIRE-spezifischen Antikörpern 
auf HLA-DR-negativen und -positiven Populationen konnten diese Ergebnisse 
bestätigen: HLA-DRlow-Zellen zeigten eine Frequenz von 2 bis 4 % AIRE-positiver 
Zellen, wohingegen 30 % der HLA-DRhigh-mTEZ positiv für AIRE waren (Daten nicht 
gezeigt). 
4.26
0
40
80
120
160
HLA-DR low HLA-DR high
re
la
tiv
e 
Ex
pr
es
si
on
 CEA
 
 
 
 
   
2.25
 
 
   
 
  
Abbildung 4.18 Expression von promiskuösen Genen in Abhängigkeit der HLA-DR 
Oberflächenexpression auf mTEZ 
Dargestellt sind die Expressionsstärken für MUC1, CEA, SGLT1, Insulin und AIRE in HLA-DRhigh-
mTEZ im Vergleich zu HLA-DRlow-Zellen. Die Expression der HLA-DRlow-Population wurde auf eins 
gesetzt und die entsprechenden Faktoren der Überexpression der Gene in HLA-DRhigh-Zellen sind 
angegeben. Die Ergebnisse zeigen die Mittelwerte von Triplikat-Ansätzen und die entsprechenden 
Standardabweichungen.  
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass MUC1- und CEA-RNA nicht in 
Korrelation mit dem Differenzierungsmarker HLA-DR reguliert wurden. Dagegen 
wurde SGLT1 in der HLA-DRhigh-Population erhöht transkribiert. Ebenso waren AIRE 
und Insulin in diesem Subset verstärkt exprimiert. 
Diese Ergebnisse zeigten die Expression auf RNA-Ebene. Im nächsten Schritt sollte 
zusätzlich die Proteinexpression dieser Antigene untersucht werden. Dafür wurden 
Zytospin-Präparationen von humanen HLA-DRlow- und HLA-DRhigh-mTEZ mit MUC1, 
CEA oder SGLT1 spezifischen Antikörpern angefärbt. 
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Abbildung 4.19 MUC1 Färbungen isolierter humaner HLA-DRlow- und HLA-DRhigh-mTEZ 
Immunfluoreszenzfärbungen mit Hilfe des Alexa 488-konjugierten MUC1-Antikörpers (grün) zeigen 
Färbungen in beiden mTEZ-Populationen. Bild A zeigt Färbungen von MUC1 auf isolierten HLA-DR-
negativen mTEZ. Hingegen stellt Abbildung C Anfärbungen von HLA-DR-positiven Zellen dar. B und D 
zeigen die jeweiligen Phasenkontrastbilder. Maßstabsbalken in A-D: 20 µm. 
 
Das MUC1 Protein wurde sowohl in HLA-DRlow- als auch HLA-DRhigh-Populationen 
translatiert. In beiden Populationen waren vereinzelte positive Zellen zu detektieren. 
Die Frequenz der Antigen-positiven Zellen in HLA-DR-positiven mTEZ im Vergleich 
zu HLA-DR-negativen Zellen war verdoppelt (0,6 % gegenüber 1,3 %; s. Tab.4.9).  
Als Nächstes wurde das Expressionsmuster von CEA in beiden Populationen analysiert.  
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Abbildung 4.20  CEA Expressionsmuster auf HLA-DRlow- und HLA-DRhigh-mTEZ Populationen 
Die Abbildungen A und C zeigen die Expression von CEA innerhalb beider mTEZ-Populationen. Der 
CEA-Antikörper war mit dem Farbstoff Alexa 488 direkt konjugiert (grün). Bilder B und D stellen das 
entsprechende Phasenkontrastbild dar. Maßstabsbalken in Bild A-D: 20 µm. 
 
CEA-positive Zellen waren in beiden mTEZ-Populationen detektierbar (Abb.4.20). Die 
Anzahl der positiven Zellen war in beiden Populationen gering. Die Frequenzen 
innerhalb dieser beiden Populationen unterschieden sich um den Faktor 1,6 (1,3 % in 
HLA-DRlow-mTEZ gegenüber 2,1 % in HLA-DRhigh-mTEZ; Tab.4.9).  
Die folgende Abbildung 4.21 stellt die SGLT1-Expression in beiden mTEZ- 
Populationen dar. 
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Abbildung 4.21 Immunfluoreszenzfärbung von HLA-DR-exprimierenden mTEZ Populationen mit 
dem SGLT1-Antikörper  
Auf den Abbildungen A und C sind jeweils SGLT1-exprimierende Zellen in beiden Populationen zu 
erkennen. Der gebundene anti-SGLT1-Antikörper wurde mit einem Cy3-konjugierten Sekundärreagenz 
(rot) detektiert. Bilder C und D zeigen die entsprechenden Phasenkontrastbilder. Maßstabsbalken in A-D: 
20 µm.  
 
Im Falle des Antigens SGLT1 wurde ebenfalls beobachtet, dass das Antigen in beiden 
mTEZ-Populationen in wenigen Zellen translatiert wurde. Die Frequenz der Antigen-
positiven Zellen in HLA-DR-positiven mTEZ zeigte sich hier mehr als zweifach erhöht. 
1.6 % der HLA-DRlow-mTEZ zeigten eine Reaktivität des SGLT1-Antikörpers, 
wohingegen 3.6 % SGLT1-positive Zellen in HLA-DRhigh-mTEZ detektiert wurden 
(Tab.4.9). 
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Antigen Frequenz der 
Antigen-
positiven Zellen 
in HLA-DRlow-
mTEZ 
Gezählte 
mTEZ 
Frequenz der 
Antigen-
positiven Zellen 
in HLA-DRhigh-
mTEZ 
Gezählte 
mTEZ 
Anreicherungs-
faktor von 
HLA-DRlow- zu 
HLA-DRhigh-
mTEZ 
MUC1 0,6 % 5/843 1,3 % 11/847 2 x 
CEA 1,3 % 12/902 2,1 % 19/892 1,6 x 
SGLT1 1,6 % 13/838 3,6 % 28/786 2,25 x 
AIRE 3 % 29/936 30 % 298/980 10 x 
Tabelle 4.9 Frequenzen der Antigen-positiven Zellen in mTEZ-Subpopulationen  
Dargestellt sind die Frequenzen der Antigen-positiven Zellen für MUC1, CEA oder SGLT1 in beiden 
mTEZ-Populationen. Die Frequenzen beziehen sich auf die Gesamtzellzahl der jeweiligen 
Subpopulationen. Die rechte Spalte zeigt die Faktoren der Anreicherung in den HLA-DR 
Subpopulationen.  
 
Bis auf AIRE, waren die Frequenz der Antigen-positiven Zellen für alle drei peripheren 
Antigene ähnlich (Tab.4.9). Die Frequenzen der drei Antigene waren in den HLA-DR-
positiven mTEZ im Vergleich zu den HLA-DR-negativen mTEZ circa zweifach erhöht. 
Diese Frequenzen der hier ermittelten positiven Zellen befanden sich ebenfalls im 
Rahmen von 1 bis 4 % Antigen-positiver mTEZ.  
Zusätzlich wurden durchflußzytometrische (FACS-) Experimente zur Analyse der 
Proteinexpression durchgeführt. Abbildung 4.22 zeigt die Ergebnisse der 
durchflußzytometrischen Analysen der HLA-DR-Expression der jeweiligen Antigen-
exprimierenden Subpopulation. 
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Abbildung 4.22 HLA-DR Expression von antigenzpezifischen mTEZ im Vergleich zu Gesamt-
mTEZ  
Dargestellt sind die Expressionsprofile der drei Subpopulationen in Bezug auf ihre HLA-DR Expression. 
Die blaue Linie stellt das HLA-DR-Profil der Gesamt-mTEZ dar, wohingegen die rote Kurve das HLA-
DR Profil der jeweiligen Subpopulation repräsentiert.  
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Die Oberflächenexpression zeigen Diskrepanzen zu den Ergebnissen der RNA-
Expression und Proteinfärbungen auf Zytospins. FACS-Analysen von MUC1 zeigen 
(Abb. 4.22), dass der Hauptanteil der MUC1-positiven mTEZ HLA-DR-positiv ist, dies 
steht im Widerspruch zu den RNA- sowie der nur zweifachen Erhöhung von MUC1-
positiven Zellen auf Zytospins (s. Abb.4.18 und 4.19). Dagegen korrelieren die RNA- 
sowie Protein-Daten für CEA miteinander. Die CEA-Expression in beiden HLA-DR-
Populationen der mTEZ zeigt eine ähnliche Verteilung (Abb.4.18 und 4.20). Analysen 
des SGLT1 mittels FACS wiederum korrelierten mit den RNA-Ergebnissen, jedoch 
nicht mit den Färbungen auf Zytospins.  
Die Diskrepanz von RNA- und Proteinebene kann möglicherweise aufgrund 
unterschiedlicher Stabilität von mRNA versus Protein erklärt werden. Außerdem ist das 
visuelle Auszählen von Zellen im Mikroskop weniger empfindlich als die 
Durchflußzytometrie, die im Gegensatz zu Färbungen auf Zytospins ausschließlich 
Oberflächenfärbungen detektiert. 
4.3.5 Koexpression von AIRE und gewebespezifischen Genen in Subpopulationen 
der mTEZ  
AIRE stellt einen wichtigen Faktor bei der Regulation der pGE im Thymus dar 
(Anderson et al., 2002; Liston et al., 2003). AIRE ist in Mäusen in CD80+-mTEZ 
(Derbinski et al., 2005), sowie im Humanthymus in den HLA-DRhigh-Zellen 
hochreguliert (Abb.4.18). Da, im Gegensatz zum Maussystem, für das Humansystem 
noch keine Daten über die AIRE-Abhängigkeit bestimmter gewebespezifischer Gene 
vorliegen, sollte als Nächstes untersucht werden, ob AIRE in diesen Antigen-positiven 
Subpopulationen erhöht transkribiert wird. Zusätzlich sollte die Koexpression von 
anderen, möglicherweise „AIRE-abhängigen“ bzw. „-unabhängigen“ Genen in diesen 
antigenspezifischen Subpopulationen überprüft werden. 
Unter Berücksichtigung der GeneArray-Daten aus AIRE-defizienten Mäusen wurden 
Insulin, Casein α und Trefoil factor 3 (Tff3) als AIRE-abhängige Gene gewertet, 
wohingegen Kollagen Typ II und GAD67 AIRE-unabhängig sind. Die Expression 
dieser in der Maus AIRE-abhängigen bzw. -unabängigen Gene wurde in den 
antigenspezifischen Human-Subpopulationen quantitativ getestet. Im Weiteren beziehen 
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sich die Beschreibungen der AIRE-Abhängigkeit bzw. –Unabhängigkeit nur auf die 
Maus. 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.23 Quantitative Analyse der Expression von AIRE und AIRE-abhängigen 
beziehungsweise -unabhängigen Genen in verschiedenen mTEZ-Subpopulationen (diese und 
nächste Seite) 
Für jede isolierte Antigenspezifische Subpopulation sind drei individuelle Experimente aufgezeigt. Die 
Abbildungen stellen die Expressionsstärke von AIRE und anderen gewebespezifischen Genen in den 
verschiedenen Antigen-positiven Subpopulationen im Vergleich zu den Antigen-negativen Populationen 
dar. Die Expressionsstärke der negativen Population wurde mit eins gleichgesetzt und die Ergebnisse 
wurden aus Triplikaten gemittelt mit entsprechender Standardabweichung. Alle Proben wurden auf die 
interne GAPDH Expression abgeglichen. Aufgrund von begrenztem Probenmaterial konnten nicht alle 
Gene in den unterschiedlichen Experimenten getestet werden. 
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MUC1- und CEA-positive mTEZ wiesen ein sehr ähnliches Koexpressionsmuster auf 
(Abb.4.23). Weder AIRE noch „AIRE-abhängige“ bzw. „-unabhängige“ Gene konnten 
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erhöht detektiert werden. Im Gegensatz zu den Antigen-Markern (MUC1-RNA war bis 
zu 20-fach in MUC1+-mTEZ und CEA-RNA bis zu 160-fach in CEA+-mTEZ erhöht) 
konnte bei AIRE nur eine durchschnittliche Anreicherung der Expression um den Faktor 
drei in Antigen-positiven mTEZ im Vergleich zur negativen Population verzeichnet 
werden. Durch die starke Erhöhung der CEA-RNA in der CEA-positiven Population ist 
die AIRE-Expression in der Abbildung kaum darstellbar. Aus den Originaldaten der 
Echtzeit-PCR konnte jedoch abgelesen werden, dass AIRE nicht mehr als zweifach in 
den CEA+-mTEZ überexprimiert wurde und in manchen isolierten CEA-positiven 
Subpopulationen sogar eine geringere Expression als in der Vergleichspopulation 
aufwies. Die Insulin-Expression wurde mit der Transkriptionsstärke von AIRE, sowohl 
in der MUC1- als auch in der CEA-positiven Subpopulation, verglichen. Eine maximale 
dreifache Erhöhung der Insulin-Expression konnte innerhalb der antigenspezifischen 
Subpopulationen von MUC1 oder CEA verzeichnet werden.  
Besonders im Hinblick auf das AIRE-Expressionsmuster in SGLT1-positiven 
Subpopulationen konnte keine Korrelation der Expression von MUC1- und CEA-RNA 
mit der von AIRE (s. unten) nachgewiesen werden. Die AIRE-Transkription in SGLT1+-
mTEZ im Vergleich zu SGLT1-negativen mTEZ zeigte eine bis zu zehnfach starke 
Erhöhung. Die Koregulation von AIRE in den SGLT1-positiven mTEZ wurde besonders 
deutlich im Vergleich zu der Expression des SGLT1-Transkriptes. Beide Gene wurden 
um einen ähnlichen Faktor erhöht exprimiert. Die beiden „AIRE-abhängigen“ Gene, 
Insulin und Casein α, wurden in SGLT1-positiven sehr stark erhöht nachgewiesen. 
Interessanterweise war die Expression eines dritten Gens, Tff3, welches in der Maus als 
AIRE-abhängig gilt, in SGLT1+-mTEZ nicht erhöht. 
Als „AIRE-unabhängige“ Gene wurden GAD67 oder Kollagen II ausgewählt und 
getestet. In MUC1+- bzw. CEA+-Zellen ist weder eine erhöhte Expression von GAD67- 
noch von Kollagen II-RNA zu detektieren. Kollagen II wurde nur zweifach stärker in 
SGLT1+-mTEZ im Vergleich zur Antigen-negativen Population transkribiert.  
Aus diesen Daten lässt sich indirekt schließen, dass die Transkription von MUC1 und 
CEA „AIRE-unabhängig“ in mTEZ reguliert wird. Des Weiteren konnte in mTEZ-
Subpopulationen, welche MUC1 oder CEA als Protein exprimierten, keine verstärkte 
Expression von anderen untersuchten Genen nachgewiesen werden. Hingegen 
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korrelierte die SGLT1-Expression mit AIRE und anderen Genen wie Insulin und    
Casein α.  
4.3.6 Koexpression von AIRE und TRAs auf Proteinebene 
Die gezeigten Daten der Echtzeit-PCR konnten nur indirekte Hinweise der AIRE-
Koexpression liefern. Um zu untersuchen, inwiefern eine Koexpression von AIRE-und 
MUC1, CEA und SGLT1 auf Einzelzellebene zutrifft, wurden Proteinfärbungen der 
drei TRAs und AIRE auf Gesamt-mTEZ vorgenommen. Zytospin-Präparationen 
wurden mit einem gegen eines der Antigene gerichteten Antikörper und einem AIRE-
Antikörper gefärbt.  
Die Resultate der kombinierten Färbung von MUC1 und AIRE werden in Abb. 4.24 
dargestellt. 
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Abbildung 4.24  Nachweis von MUC1 und AIRE auf isolierten humanen isolierten mTEZ 
Abbildung A zeigt, dass MUC1 (grüner Pfeil) und AIRE (lila Pfeil) nicht in einer mTEZ lokalisiert sind. 
Der MUC1 Antikörper ist direkt mit Alexa488-konjugiert und AIRE wird indirekt mit einem Alexa546 
Zweitreagenz detektiert. Bild B stellt das Phasenkontrastbild von A dar. Der Einsatz in Bild A zeigt eine 
Vergrößerung der AIRE+-Zelle (lila Pfeil).Bild C und D zeigen die Negativkontrolle von A und B und 
Abb. 4.25, indem nur mit dem Sekundärreagenz gefärbt wurde. Maßstabsbalken in A-D: 20 µm. 
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Die Fluoreszenzfärbungen von MUC1 und AIRE auf isolierten humanen mTEZ 
bestätigen die oben angeführten Daten (Abs.4.3.5), welche zeigen, dass MUC1 nicht 
mit AIRE korreliert. MUC1 und AIRE weisen keine Koexpression auf Einzelzellebene 
auf. 
Auch die Expression des Antigens CEA korrelierte anhand der Echtzeit-PCR 
Ergebnisse nicht mit AIRE. Dies konnte ebenfalls auf Proteinebene bestätigt werden 
(Abb.4.25). Auch hier konnten CEA und AIRE in keiner Zelle gemeinsam detektiert 
werden.  
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Abbildung 4.25  Nachweis von AIRE und CEA auf humanen isolierten mTEZ  
Abbildung A zeigt die Färbung von CEA (grüner Pfeil) und AIRE (lila Pfeil) auf isolierten humanen 
mTEZ. Der CEA-Antikörper wurde mit Alexa 488 direkt konjugiert (grün) und der AIRE-Antikörper 
wurde indirekt mit einem Alexa 546 Zweitreagenz (rot) detektiert. Bild B zeigt Ausschnitt A als 
Phasenkontrastbild. Maßstabsbalken in A-D: 20 µm. Negativkontrollen entsprechen denen in Abb. 4.25 C 
und D. 
 
Anhand der PCR-Daten konnte eine erhöhte Expression des AIRE-Transkriptes in der 
SGLT1-positiven Subpopulation detektiert werden. Dies lässt auf eine Koexpression 
dieser beiden Gene in mTEZ schließen. Diese Beobachtung konnte auf Proteinebene 
bestätigt werden. SGLT1 und AIRE werden in einzelnen Zelle koexprimiert (Abb.4.26). 
Hier ist anzufügen, dass in der Gesamtpopulation der mTEZ auch SGLT1+-Zellen 
existierten, welche allerdings keine Reaktivität mit dem AIRE Antikörper aufwiesen.  
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Abbildung 4.26  Immunfluoreszenzfärbung von SGLT1 und AIRE auf isolierten mTEZ 
SGLT1 (roter Pfeil) und AIRE (grüner Pfeil) sind in einer Zelle kolokalisiert. SGLT1 wurde mit Hilfe 
eines Cy3-markierten Sekundärantikörpers (rot) indirekt detektiert. AIRE wurde mit einem Alexa 488-
konjugierten Zweitreagenz nachgewiesen (grün). Einsatz in Bild A zeigt die Aire-positive Zelle ohne 
Höchst- und SGLT1-Färbung. Bild B zeigt das Phasenkontrastbild des Ausschnittes A. C und D zeigen 
die Negativkontrolle. Maßstabsbalken in A und B: 20 µm, in C und D: 10 µm. 
 
Auch für die in mTEZ ektopisch exprimierten Antigene, Insulin und Collagen Typ II, 
wurden kombinierte Färbungen mit einem AIRE-Antikörper auf humanen mTEZ 
durchgeführt. Die Resultate zeigen Koexpression von AIRE und Insulin in einzelnen 
Zellen (Abb.4.27). Collagen II (Abb.4.28, grüner Pfeil) dagegen konnte in keiner Zelle 
mit AIRE koexprimiert nachgewiesen werden. Dies stützt Daten aus der Maus, die 
keine Reduktion des Collagen II-Transkriptes in Aire-defizienten Mäusen feststellten 
(Chin et al., 2006). 
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Abbildung 4.27  Nachweis der Koexpression von AIRE und Insulin auf humanen mTEZ 
Abbildung A zeigt die Kolokalisation von AIRE (grüner Pfeil) und Insulin (roter Pfeil) in einer Zelle. 
AIRE wurde mit einem Alexa 488-konjugierten Zweitreagenz (grün) und Insulin wurde mit einem Cy3-
gekoppelten Reagenz indirekt detektiert. Das Phasenkontrastbild des Bildes A wird in Bild B gezeigt.  
Abb. C und D zeigen die Negativkontrollen. Maßstabsbalken in A-D: 10 µm.  
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Abbildung 4.28  Fehlende Koexpression von AIRE und Collagen Typ II auf humanen mTEZ 
Bilder A und B stellen die unabhängige Expression von Kollagen II (roter Pfeil) und AIRE (grüner Pfeil) 
in humanen mTEZ dar. Der Ausschnitt in A zeigt eine Vergrößerung der AIRE+-Zelle aus Bild A (ohne 
Hoechst-Färbung). Der biotinylierte Kollagen II wurde mit sav-Cy3 (rot) indirekt detektiert, so wie AIRE 
indirekt mit einem Alexa 488-markierten Zweitreagenz (grün) nachgewiesen wurde. C und D zeigen die 
Negativkontrollen. Maßstabsbalken in A-D: 20 µm. 
 
Somit bestätigen die Proteinfärbungen die Ergebnisse der RNA-Analyse (Abs.4.3.5). 
Die Gene SGLT1 und Insulin sind im Maussystem als AIRE-abhängig (Anderson et al., 
2002), Collagen II dagegen als AIRE-unabhängig beschrieben (Chin et al., 2006). Die 
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Ergebnisse der Doppelfärbung der TRA spezifischen Antikörper und dem AIRE 
Antikörper sind kompatibel mit diesen Daten bezüglich AIRE-Abhängigkeit in Mäusen 
(Anderson et al., 2002; Derbinski et al., 2005) und sprechen für eine 
Spezieskonservierung. Für MUC1 und CEA liegen keine Mausdaten vor. 
4.3.7 AIRE-Expression ist verstärkt in mTEZ mit einer erhöhten SGLT1-Dichte 
zu detektieren 
Die Proteinfärbungen von SGLT1 und AIRE auf isolierten mTEZ zeigten Koexpression 
nur in einem Teil der SGLT1-positive Zellen. Dies ist kompatibel mit Mausdaten, die 
SGLT1 als ein partiell AIRE-abhängiges Gen definieren (Anderson et al., 2002; 
Dissertation J. Gäbler). Im Rahmen des terminalen Diffferenzierungsmodell (Kyewski 
& Derbinski, 2004), wird angenommen, dass AIRE eine basale Expression bei 
bestimmten Genen erhöht und die AIRE-Expression daher verstärkt in den mTEZ, die 
die höchste Proteinexpression aufweisen, zu finden sind. 
Aus diesem Grund sollte eine Korrelation der Frequenz von AIRE-positiven Zellen mit 
der Stärke der Proteinexpression von SGLT1 untersucht werden. Dafür wurde eine 
weitere Unterteilung der SGLT1-Subpopulation vorgenommen. Die Sortierregionen 
sind in Abb.4.29 abgebildet. 
 
SGLT1low   SGLT1high
Abbildung 4.29 Sortierbereiche der SGLT1-Subsubpopulationen mit entsprechenden 
Prozentangaben am Beispiel der Probe Nr. 040 
Dargestellt sind die Bereiche, die für die Analyse der SGLT1low und SGLT1high ausgewählt wurden. 
SGLT1low entspricht dem Bereich, der 1.3 % der Zellen umfasst und SGLT1high zeigt die am stärksten 
SGLT1-exprimierende Population mit einem sehr geringen Prozentsatz von 0.79. Rote Linie stellt die 
Färbung mit dem SGLT1-Antikörper dar. Die Negativkontrolle wird als blaue Linie gezeigt. 
 
Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfärbungen (Abb.4.30) zeigen, dass eine positive 
Korrelation der AIRE-Expression mit der SGLT1-Proteinexpression vorliegt. Je stärker 
die Expression des Proteins (SGLT1high), desto höher ist die Frequenz der AIRE+-
Zellen. Entsprechend spiegelten sich die Prozente der ausgezählten AIRE-positiven 
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Zellen innerhalb der jeweiligen Subpopulationen wider: 18.2 % AIRE-positive Zellen 
wurden in SGLT1low-mTEZ detektiert, hingegen waren 55.2 % der SGLT1high_mTEZ 
AIRE-positiv.  
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Abbildung 4.30 Nachweis von AIRE auf isolierten SGLT1low- und SGLT1high-Subpopulationen  
Dargestellt sind AIRE Färbungen auf isolierten SGLT1low- und SGLT1high-Populationen. AIRE wurde mit 
einem Alexa 488-gekoppelten Sekundärreagenz detektiert (grün). B und D zeigen jeweils die 
Phasenkontrastbilder von A und B. Bild E zeigt eine vergrößerte Ansicht von AIRE+-Zellen innerhalb der 
SGLT1++-mTEZ. Maßstabsbalken in A-D: 20µm.  
 
Diese Beobachtung sollte auch auf RNA-Ebene untersucht werden. RNA von SGLT1-
negativen und den beiden SGLT1-positiven Subpopulationen desselben Donors wurde 
isoliert. Aufgrund der sehr geringen Zellzahlen dieser Subpopulationen, konnten zur 
Analyse mittels Echtzeit-PCR nur wenige Gene, nämlich SGLT1, AIRE und Kollagen II, 
getestet werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.31 dargestellt. 
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Abbildung 4.31 Quantitative Expression gewebespezifischer Gene in SGLT1low- und SGLT1high- 
Subpopulationen 
Gezeigt werden die Expressionsstärken verschiedener Gene innerhalb der SGLT1low- und SGLT1high-
Subpopulation im Vergleich zu SGLT1-negativen mTEZ (Werte gleich eins). Aufgrund der geringen 
Zellzahlen konnten nicht mehr als drei Gene gestestet werden. Alle Proben wurden intern auf ihre 
GAPDH Expression abgeglichen. Die Graphen A und B zeigen zwei individuelle Experimente. 
 
In der mTEZ-SGLT1low-Population war zunächst eine spezifische mRNA-Anreicherung 
um den Faktor 40 (Abb.4.31A) bzw. um den Faktor sechs (Abb.4.31B) gegenüber 
SGLT1-negativen mTEZ nachweisbar. Hingegen war die SGLT1-RNA in der 
SGLT1high-Population, die die stärkste Expression des Proteins auf der Oberfläche 
aufweist, herunterreguliert (in Abb.4.31A: 1,3-fach und Abb.4.31B: 3-fach reduziert). 
Im Gegensatz dazu war die mRNA für AIRE und Collagen II in SGLT1high-mTEZ 
erhöht. 
Festzuhalten ist, dass SGLT1 nicht strikt mit der AIRE-Expression korreliert. Es besteht 
Heterogenität in Bezug auf die AIRE-Expression innerhalb der SGLT1-positiven 
Subpopulation. Es zeigt sich jedoch eine verstärkte AIRE-Translation und Transkription 
mit der Erhöhung des SGLT1-Proteins. Besonders zu bemerken ist die Beobachtung der 
herunterregulierten SGLT1-RNA in den Zellen, die SGLT1 am stärksten auf der 
Oberfläche exprimieren 
4.3.8 Insulin ist ausschließlich in AIRE+SGLT1+- Subpopulation nachzuweisen 
Das in der Maus „AIRE-abhängige“ Gen Insulin konnte mit Hilfe von quantitativer 
PCR in den SGLT1-positiven Zellen stark erhöht nachgewiesen werden. Aus den 
Ergebnissen des vorigen Abschnittes 3.4.7 hervorgehend, exprimiert nur ein Teil der 
SGLT1-positiven Population AIRE. Als Nächstes sollte daher ermittelt werden, 
inwiefern sich Insulin in der SGLT1-positiven Subpopulation nur in AIRE+-Zellen  
(10.2 % AIRE-positive mTEZ innerhalb der SGLT1+-Population) detektieren lässt. Dies 
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sollte mit Hilfe von Fluoreszenzfärbungen auf isolierten Gesamt-SGLT1+-mTEZ 
analysiert werden. Die Abbildung 4.32 zeigt die Ergebnisse der Färbungen. 
 
   
B A 
C 
Abbildung 4.32  Nachweis von AIRE und Insulin auf isolierten SGLT1-positiven mTEZ 
Bild A stellt die kombinierte Färbung von AIRE (grün) und Insulin (rot) auf Gesamt-SGLT1+-mTEZ dar. 
Der AIRE-Antikörper wurde mit einem Alexa 488-gekoppelten Zweitreagenz (grün) detektiert. Insulin 
wurde durch einen Cy3-konjugierten Sekundärantikörper (rot) nachgewiesen. Die Kerne sind mit Hoechst 
33342 (blau) gefärbt. Die doppelt-positive Zelle wird noch deutlicher in dem vergrößerten Ausschnitt 
ohne Hoechst Färbung in Bild C. Das Phasenkontrastbild B stellt den Ausschnitt des Bildes A dar. 
Maßstabsbalken in A und B: 20 µm.  
 
Die Ergebnisse zeigen die Koexpression der Proteine Insulin und AIRE innerhalb einer 
SGLT1-positiven Zelle. Das Insulin-Protein wurde in wenigen SGLT1+-Zellen 
translatiert, allerdings nur in Verbindung mit Proteinexpression von AIRE.  
4.3.9 Koexpression der chromosomalen Nachbarschaft von TRA in mTEZ-
Subpopulationen 
Die bisher gezeigten Daten geben erste Hinweise auf Koexpression verschiedener Gene 
innerhalb einer Zelle. Bislang wurden biostatistische Analysen von chromosomalen 
cluster und PCR Analysen des Casein Lokus nur auf Populationsebene von mTEZ 
durchgeführt (Gotter et al., 2004; Derbinski et al., 2005). Diese lieferten jedoch keine 
Aussage auf Einzellzellebene. Eine Analyse auf Einzellzellebene konnte in dieser 
Arbeit nicht erzielt werden, aber mit Hilfe der antigenspezifischen mTEZ-
Subpopulation konnte eine Zwischenstufe der Gesamtpopulation und Einzelzellebene 
erzielt werden, die indirekt auf eine Koexpression in einzelnen Zellen hinweist. Gene, 
die sich auf dem Chromosom in unmittelbarer Nähe des Antigens (Lokus) befinden, 
sollten auf ihre relative Expressionsstärke in den Antigen-positiven gegenüber Antigen-
negativen mTEZ hin analysiert werden.  
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Mit Hilfe der Ensembl-Datenbank wurde die chromosomale Region des Antigens  
indentifiziert. Echtzeit-PCR Analysen wurden für die direkt benachbarten Gene der 
Antigene in ihren jeweils spezifischen Subpopulationen durchgeführt. Da CEA auf dem 
Chromosom 19 von der verwandten Genfamilie der CEACAM (carcinoembryonic 
antigen related cell adhesion molecule) umgeben ist, wurden mehrere Gene dieser 
chromosomalen Region getestet.  
Quantitative PCR- Analysen zeigen das Expressionsmuster von MUC1 und den 5’- und 
3’-Nachbarn in mTEZ-Populationen in drei Individuen (Abb.4.33). Das humane MUC1 
ist auf Chromosom 1 lokalisiert. Direkt 5’ von MUC1 liegt TRIM46, das zur Familie der 
Tripartite motif containing Transkriptionsfaktoren gehört. 3’ von MUC1 ist 
Thrombospondin 3 (THBS3) lokalisiert. THBS3 wird in vielen verschiedenen Organen 
exprimiert. 
Bei der Analyse der chromosomalen Nachbarschaft von MUC1 fällt auf, dass weder 
TRIM46 noch THBS3 in den MUC1-positiven mTEZ im Vergleich zu der MUC1-
negativen Population erhöht ist. Oft konnte sogar eine reduzierte Expression im 
Vergleich zu der MUC1-negativen Population detektiert werden. Dies wurde in drei 
unabhängigen Experimenten bestätigt. Bei folgenden Analysen zeigte sich jedoch, dass 
weder TRIM46 noch THBS3 in mTEZ im Vergleich zu kTEZ erhöht exprimiert werden. 
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Abbildung 4.33 Schematische Darstellung der chromosomalen Region der Subpopulationsmarker 
und die Analyse der Expressionsstärke der chromosomal benachbarten Gene der jeweiligen 
Antigene (diese und nächste Seiten) 
Die chromosomale Region der Antigene wurde anhand der Ensembl-Datenbank zusammengestellt. Die 
Echtzeit-PCR Ergebnisse wurden wie in vorigen Experimenten ausgewertet. Die Anordnung der Gene in 
den Histogrammen repräsentiert die Anordnung auf dem Chromosom. n.t.:  nicht getestet, Mb: 
Megabasen. 
 
TRIM46: tripartite motif 46, MUC1: Mucin1, THBS3: thrombospondin 3, CEACAM: carcinoembryonic 
antigen cell adhesion molecule, DMRT2C: DMRT-like family 2C, LYPD4: Ly6/PLAUR domain-
containing protein 4 precursor, RPS19: 40S ribosomal protein S19, ARHGEF1: Rho guanine nucleotide 
exchange factor 1, RABAC1: prenylated Rab acceptor protein 1, GRIK5: glutamate receptor, ionotropic 
kainate 5 precursor, ZNF574: zinc finger protein 574, POU2F2: POU domain, class 2, transcription 
factor 2, DEDD2: DNA-binding death effector domain-containing protein 2, SGLT1: sodium/glucose 
cotransporter 1, RFPL2: ring finger like potein 2, SLC5A4: sodium/glucose cotransporter 3. 
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SGLT1 Lokus: Chromosome22q12 
 
30.75 30.8 30.85 30.9 30.95 31 31.05
Mb (Chromosom 22)
 
SGLT1   NP_001010859.1 SLC5A4 
RFPL2 
XP_377716.2  
Donor-Nr. 033          Donor-Nr. 035 
 
0
10
20
30
40
mTEZ-SGLT1- mTEZ-SGLT1+
re
la
tiv
e 
Ex
pr
es
si
on
 
XP_377716.2
SGLT1
RFPL2
SLC5A4
0
2
4
6
8
10
mTEZ-SGLT1- mTEZ-SGLT1+
re
la
tiv
e 
Ex
pr
es
si
on
 
XP_377716.2
SGLT1
RFPL2
SLC5A4
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CEA, das auf Chromosom 19 von mehreren Mitgliedern der CEACAM-Familie 
umgeben ist, zeigte eine Erhöhung einiger Mitglieder innerhalb der CEA+-Population 
im Vergleich zu den CEA-negativen mTEZ. Den höchsten Anreicherungsfaktor wiesen 
die in 3’-Position liegenden Gene, CEACAM6 und CEACAM3, auf. Keine Erhöhung 
wurde bei CEACAM8 nachgewiesen, welches auf dem Lokus ca. 1 Mb 3’ liegt. Ebenso 
wurde das GRIK5-Gen, das zwischen CEACAM8 und CEACAM3 lokalisiert ist, nicht 
verstärkt transkribiert. Die benachbarten Gene in 5’-Position, CEACAM7 und 
CEACAM4, waren schwächer exprimiert als die direkten 3’- Nachbarn des Gens CEA. 
CEACAM7 wurde zwar stärker transkribiert als in der CEA-negativen 
Vergleichspopulation, aber nicht annähernd so angereichert wie die direkt benachbarten 
3’-Gene. Dieses Profil der Expression bestätigte sich in allen drei Experimenten. 
SGLT1 liegt auf Chromosom 22 und ist 5’ von einem nicht näher definierten Gen, 
XP_377716.2, benachbart. Im 3’-Bereich des SGLT1 liegt das ubiquitär exprimierte Gen 
RFPL2, ring finger like protein 2, welches in direkter Nachbarschaft eines 
Familienmitgliedes der SGLT-Familie liegt, der sodium/glucose cotransporter3, 
SLC5A4.  
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In der SGLT1-positiven Subpopulation zeigte sich XP_377716.2 nicht stärker 
transkribiert im Vergleich zu SGLT1-negativen mTEZ. Das 3’-liegende RFPL2 wurde 
dagegen erhöht nachgewiesen. In Bezug auf die Expression der SLC5A4-RNA 
unterschied sich das Expressionsmuster in den gezeigten Experimenten. In einem 
Experiment war das Transkript deutlich erhöht (30-fach) und stärker angereichert als 
SGLT1 (Donor-Nr.033). Hingegen unterschied sich in einem anderen Experiment 
(Donor-Nr. 035) die SLC5A4-Expression kaum zur Vergleichspopulation. Es ist 
allerdings zu bemerken, dass auch die SGLT1-Expression in Donor-Nr. 035 wesentlich 
niedriger als in den vorhergehenden Experimenten war. Die chromosomale 
Nachbarschaftsanalyse wurde nur zweimal für SGLT1 durchgeführt. 
Anhand der Ergebnisse wird deutlich, dass Koexpression von benachbarten Genen 
(cluster) zu beobachten ist, sowohl von Familienmitgliedern der untersuchten Antigene 
als auch von nicht-verwandten Genen, wie z. B. RFPL2 und SGLT1. 
4.3.10 Interchromosomale Koexpression  
Zusätzlich zur chromosomalen Region des Antigens sollte untersucht werden, ob 
Antigen-positive Subpopulationen auch Gene auf anderen Chromosomen 
koexprimieren. Einen Beleg für interchromosomale Koexpression zeigte bereits die 
Insulin (Chromosom 11)- und Casein α (Chromosom 4)-Expression in SGLT1-positiven 
mTEZ. Da eine Koexpression von Genfamilienmitgliedern innerhalb der Loki von 
SGLT1 und CEA beobachtet wurde, MUC1 jedoch keine Familienmitglieder auf dem 
Lokus aufzeigte, sollte die Koexpression von MUC4  untersucht werden. Die Wahl des 
MUC4 beinhaltete drei Vorteile: 1. MUC4 zählt zu Familienmitgliedern des MUC1. 2. 
MUC4 ist auf einem anderen Chromsom (Chromosom 3) als MUC1 lokalisiert und kann 
für eine Analyse der interchromosomalen Koexpression innerhalb der MUC+-mTEZ 
hernagezogen werden. 3. Es war bekannt, dass MUC4 mTEZ-spezifisch exprimiert wird 
(Gotter et al., 2004).  Zusätzlich sollte CEA (Chromosome 19) diese Analyse für 
MUC1-spezifische Subpopulationen erweitern.  
Mittels quantitativer PCR wurde die Expressionsstärke von MUC4 und CEA in den 
MUC1+-mTEZ im Vergleich zu MUC1-negativen mTEZ untersucht. Die Ergebnisse 
werden in Abbildung 4.34 und 4.35 gezeigt. 
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Abbildung 4.34 Quantitative Analyse der Expression von MUC4 in MUC1-Subpopulationen 
Zwei individuelle Experimente (Donor-Nr. 056 (A) und 057 (B)) zeigen die Koexpression des 
verwandten MUC4 innerhalb der MUC1+-Population. Alle Proben wurden intern auf ihre GAPDH 
Expression abgeglichen und die Expressionswerte der MUC1-negativen mTEZ wurden gleich eins 
gesetzt. 
 
Das MUC4-Transkript konnte in der MUC1+-Subpopulation erhöht nachgewiesen 
werden. MUC4 ist gleich stark oder stärker exprimiert als MUC1. Dies zeigt eine 
Koregulation der beiden Familienmitglieder in MUC1-positiven mTEZ, die 
Chromosomen-übergreifend agiert.  
Als Nächstes wurde das Tumor-assoziierte Antigen CEA auf die Expressionsstärke in 
MUC1-positiven mTEZ untersucht. CEA zeigte zwar nicht die gleiche Anreicherung 
wie MUC1 oder auch MUC4, war aber um den Faktor fünf in der Vergleichspopulation 
erhöht.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.35 Quantitative Expressionstärke des MUC1 innerhalb der CEA+-Population und 
umgekehrt 
Es wird die Koexpression des CEA-Transkripts in MUC1+-mTEZ (A) und umgekehrt (B) gezeigt. Alle 
Populationen sind auf GAPDH abgeglichen und die Expressionsstärke der Antigen-negativen mTEZ 
wurde auf den Wert eins gesetzt. Die Werte wurden aus Triplikaten gemittelt mit entsprechender 
Standardabweichung. Die CEA-Expression innerhalb der CEA-positiven mTEZ war so stark erhöht (> 
Faktor 6 000), dass der Faktor reduziert dargestellt werden musste, um die MUC1-Expression darstellen 
zu können. 
 
Die Analyse der Koexpression von CEA und MUC1 wurde auch umgekehrt getestet. 
Hierfür wurde die Expressionsstärke der MUC1-RNA auf CEA+-mTEZ analysiert. Es 
0
10
20
30
mTEZ-MUC- mTEZ-MUC+
re
la
tiv
e 
Ex
pr
es
si
on
 
MUC1
MUC4
0
10
20
30
mTEZ-MUC- mTEZ-MUC+
re
la
tiv
e 
Ex
pr
es
si
on MUC1MUC4
A B 
A B 
0
20
40
60
80
100
mTEZ-CEA- mTEZ-CEA+
re
la
tiv
e 
Ex
pr
es
si
on
 CEA
MUC1
68
88
.6
2
Ergebnisse 99 
zeigte sich eine Erhöhung um den Faktor zehn des MUC1-Transkriptes innerhalb der 
CEA+-Subpopulation (Abb.4.35B).  
Da sich sowohl CEA-RNA in der MUC1+-Population als auch MUC1-RNA in CEA+-
mTEZ nachweisen ließ, werden diese Gene in einem bestimmten Teil von mTEZ 
koexprimiert. Um den Nachweis auf Einzellzellebene zu führen, wurden isolierte 
humane Gesamt-mTEZ mit CEA und MUC1 spezifischen Antikörpern angefärbt. 
 
  
B A 
Abbildung 4.36  Nachweis von CEA- und MUC1-doppelt positiven Zellen auf isolierten mTEZ 
Die Bilder der konfokalen Mikroskopie zeigen jeweils die Einzelfärbungen (obere Reihe), die 
Phasenkontrastaufnahme und die Doppelfärbung der beiden Antigene. In Bild A wurde der MUC1-
Antikörper mit Alexa 488 direkt gekoppelt (grün) und der CEA-Antikörper wurde mit Alexa 647-
konjugiert (rot). Maßstabsbalken in A: 20 µm. In Bild B ist CEA direkt mit Alexa 488 markiert (grün) 
und MUC1 entsprechend mit Alexa 647 (rot). Maßstabsbalken in B: 10 µm. 
 
Die Aufnahmen der konfokalen Mikroskopie zeigen zum einen mehrere Zellen, die 
positiv für beide Antigene sind, zum anderen Zellen, die nur eines der beiden Antigene 
exprimieren (Abb 4.36A und B, rechts unten). Anhand der doppelt-positiven Zellen 
wird deutlich, dass die beiden Antigene in verschiedenen Kompartimenten der Zelle zu 
finden sind. MUC1 ist vorwiegend membranständig, CEA hingegen zytoplasmatisch 
detektierbar. Mit Hilfe von Auszählungen am Mikroskop zeigten 15 % der MUC1- oder 
CEA-positiven Zellen eine Koexpression des jeweils anderen Antigens.  
CEA und MUC4 wurden in MUC1-positiven mTEZ detektiert, was auf eine mögliche 
Koexpression aller drei Gene deutet. Dies konnte jedoch auf Proteinebene nicht gezeigt 
werden, da kein spezifischer Antikörper für MUC4 zur Verfügung stand. Eine 
Koexpression auf Einzellzellebene wurde für CEA und MUC1 gezeigt. 
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Abbildung 4.37 Zusammenfassung der inter- und intrachromosomalen Koexpression von 
antigenspezifischen mTEZ 
Dargestellt sind die Echtzeit-PCR Ergebnisse der inter- und intrachromosomalen Koexpression auf 
Subpopulationsebene. MUC1 und CEA wurden wechselseitig sowohl in MUC1- als auch CEA-positiven 
mTEZ koreguliert. Dies wurde auf Einzelzellebene bestätigt. Ebenso wurden Insulin und SGLT1 auf 
Proteinebene in einzelnen Zellen bestätigt. Die Farbkodierung deutet auf Gene einer Familie hin. 
 
Insegesamt zeigt sich inter- als auch intrachromosomale Koregulation von 
verschiedenen gewebespezifischen Genen innerhalb verschiedener antigenspezifischer 
Subpopulationen, die in Abbildung 4.37 zusammengefasst sind. 
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5 Diskussion 
5.1 Expressionsmuster promiskuöser Genexpression  
In der vorliegenden Arbeit sollten drei Ebenen der zellulären und molekularen 
Regulation von pGE in mTEZ untersucht werden. Abgegrenzte, z. T. klonale, medulläre 
Inseln als Kompartiment der Toleranzinduktion von Thymozyten sollten auf ihre 
Diversität und Vollständigkeit exprimierter TRA analysiert werden. Als nächstkleinere 
Organisationseinheit sollten „Klone“, aus der sich eine Medulla zusammensetzt 
(Rodewald et al., 2001) auf Genexpressionsmuster untersucht werden. Die 
Heterogenität der Klone wies auf eine Diversifizierung der mTEZ in unterschiedliche 
Sublinien hin. Daher wurde im Weiteren das (Ko-)Expressionsmuster von Antigen-
positiven mTEZ Sublinien analysiert. 
5.1.1 Medulläre Inseln exprimieren eine Vielzahl an gewebespezifischen Genen 
Mit Hilfe der Mikrodissektion wurden erstmals eine abgegrenzte medulläre Insel einer 
neonatalen Maus und einzelne medulläre Areale einer adulten Maus auf ein begrenztes 
Genexpressionsprofil hin untersucht und verglichen. Hier konnte festgestellt werden, 
dass sich die Diversität der Genexpression, normalisiert auf die isolierte Zellanzahl, in 
den neonatalen medullären Inseln im Vergleich zu den adulten medullären Arealen 
kaum unterscheidet. Die Diversität bezogen auf eine abgegrenzte Einheit der Medulla 
variiert jedoch.  
Da bekannt war (Rodewald et al., 2001), dass die neonatale Medulla abgegrenzte Inseln 
bildet und die Frequenz Antigen-positiver mTEZ im Rahmen von 1 bis 4 % liegt (Klein 
& Kyewski, 2006), stellte sich die Frage, inwiefern eine kleine abgegrenzte Insel in 
neonatalen Mäusen ein „vollständiges“ Expressionsprofil aufweist.  
Diese Analyse wurde in Ergänzung zu Populationsanalysen von Derbinski et al. (2001) 
und Gotter et al., (2004) durchgeführt, die das Profil der pGE in ihren Studien nicht 
topologisch begrenzten und somit keine Aussage über die Vollständigkeit der pGE 
innerhalb eines einzelnen medullären Bereiches treffen konnten. Zum anderen beruhten 
die Mausdaten (Derbinski et al., 2001) auf Zellen aus Thymi von mehreren Mäusen und 
waren keine Einzeltieranalysen. 
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Bei der hier gewählten limitierten Auswahl an Genen zeigte sich eine diverse 
Expression von TRAs sowohl in jeder abgegrenzten neonatalen Insel als auch in jedem 
adulten, abgegrenzten medullären Areal. Ebenso konnten Bruno et al. (2002), die auch 
mit Hilfe der Mikrodissektion medulläre Bereiche von Humanthymi isolierten und auf 
wenige Zentrales Nerven System (ZNS)-spezifische Gene testeten, keine auffälligen 
Unterschiede des Genexpressionsprofils bei sehr jungen (2 Tage) und älteren (4 Jahre) 
Donoren der Thymi detektieren. Um die Verteilung der Transkription von zwei TRAs 
im gesamten Thymus zu beurteilen, isolierten Takase et al. (2005) RNA von 
Gesamtgewebe aus drei unterschiedlichen Regionen dreier Human-Thymi und testeten 
in diesen Proben die TRA Expression. Diese Isolation kann zwar nicht direkt mit der 
hier durchgeführten Analyse verglichen werden, die Ergebnisse von Takase (2005) 
weisen aber ebenfalls auf ein diverses Genprofil in verschiedenen Arealen trotz 
unterschiedlichen Alters der Donoren hin.  
Das Genexpressionsprofil normalisiert auf gleiche Zellanzahl zeigte keinen Unterschied 
zwischen neonatalen und adulten Tieren. Bedenkt man jedoch die altersabhängige 
Vergrößerung der Medulla, stellt sich die Frage, inwiefern das Genexpressionsprofil 
innerhalb eines adulten medullären Areals sich verändert. Eine „Verschmelzung“ 
heterogener „Klone“ könnte die Dichte der TRA Expression pro medullärem Areal 
herabsetzen. Die Analyse zeigte, dass die Diversität des neonatalen und des adulten 
Genexpressionsprofils bezüglich einer abgregrenzten medullären Einheit variierte. 
Adulte medulläre Areale exprimierten mehr Gene als neonatale Inseln. Eine gewisse 
Größe des Areals (> 6000 mTEZ) war daher Voraussetzung für ein „vollständiges“ 
Expressionsprofil und ist möglicherweise auf eine Zusammensetzung aus mehreren 
„Klonen“ zurückzuführen.  
Ein Zusammenhang zwischen der mTEZ-Zahl, und der Anzahl an detektierten Genen 
(Abb.4.3) konnte klar gezeigt werden. Ein vollständiges Profil der ausgewählten Gene, 
das in adulten medullären Arealen nachweisbar war, konnte nur in einem Pool von  
medullären Inseln detektiert werden und nicht in einzelnen neonatalen, medullären 
Inseln (< 2000 Zellen). Ein unvollständiges Profil von abgegrenzten medullären Arealen 
wurde auch von Bruno et al. (2002) detektiert. Es zeigten sich allerdings Diskrepanzen 
in der MOG Transkription zwischen dem in situ Genexpressionsprofil (Bruno et al., 
2002) zu Populationsanalysen von Gotter et al. (2004). Jedoch zählt MOG auch in 
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Populationsanalysen zu den schwach exprimierten Genen (Gotter et al., 2004). 
Umfassendere Aussagen über die Diversität der pGE pro neonataler Insel und adultem 
Areal könnten in Zukunft GeneArray Analysen dieser abgegrenzten medullären Areale 
liefern. 
Bei der hier vorgelegten Untersuchung konnte nur eine kleine Auswahl an Genen 
untersucht werden, da die Mikrodissektionsanalyse geringe mTEZ-Zahlen (200 bis 
6000 mTEZ) umfasste. Daher war es notwendig, die Sensitivität der Methode zu testen. 
Die durchgeführte Verdünnungsanalyse isolierter mTEZ mit verschiedenen Genen wies 
ein Signal bei 1 bis 10 positiven Zellen nach. Davon ausgehend, dass 1 bis 2 % der 
mTEZ ein bestimmtes Antigen exprimieren (Kyewski & Derbinski, 2004), sollte in 
Arealen, die mehr als 1000 mTEZ beinhalten, jedes exprimierte Gen in der PCR 
Reaktion nachweisbar sein. Die fehlende Detektion bestimmter Gene in medullären 
Arealen mit mehr als 1000 Zellen  ist daher wahrscheinlich auf fehlende Expression 
zurückzuführen. 
Die Spezifität der Mikrodissektionsmethode wurde weiter geprüft, indem kTEZ als 
Kontrolle miteinbezogen wurden. In zwei GeneArray Analysen wurde gezeigt, dass 
kTEZ eine wesentlich geringere Anzahl an gewebespezifischen Genen exprimieren als 
mTEZ (Derbinski et al., 2005; Gotter et al., 2004). Insgesamt wurden in dieser Analyse 
Gene, die wie Caseine oder Aire gewebespezifisch transkribiert werden, nur selten im 
Kortex nachgewiesen. Interessanterweise konnte die Expression bestimmter Gene in 
kTEZ in der vorgelegten Arbeit festgestellt werden, die in Populationsanalysen von 
kTEZ (Derbinski et al., 2005; Gotter et al., 2004) nicht detektiert wurden (zum Beispiel 
H19 oder p57). Die Ursache für diese Diskrepanz könnte der sensitivere mRNA 
Nachweis nach der Mikrodissektion sein, da der langwierige Prozess der Isolation von 
mTEZ mit Hilfe eines FACS-Sorters entfiel. Nicht auszuschließen ist auch eine 
marginale Verunreinigung mit mTEZ und/oder DZ bei der Dissektion (Tab.4.3), da die 
Dreidimensionalität der Kompartimente auf der Schnittebene nicht immer 
nachvollziehbar war. Die unerwartete Detektion von mTEZ-spezifischen Markern sollte 
jedoch unter einem weiteren Aspekt betrachtet werden. Die Isolation von kTEZ mit 
einer anderen Kombination von Oberflächenmarkern (Müller et al., 2005), als die von 
Derbinski et al. (2001) verwandten, ergaben in der PCR-Analyse für TEZ-lineage 
spezifische Gene sowie Aire ein abweichendes Expressionsprofil zu Derbinski et al. 
Diskussion 104 
(2002). Möglich ist, dass die Isolation der kTEZ mit Hilfe der Mikrodissektion eine 
umfassendere Population einbezieht als vorhergehende Suspensionsanalysen und 
dadurch ein vollständigeres Expressionsprofil liefert.  
5.1.2 Inkomplette Genexpression in medullären Inseln: Implikationen für 
Selbsttoleranz 
Das unvollständige Genexpressionsprofil von neonatalen medullären Inseln ist 
besonders interessant im Hinblick auf die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen, 
die verstärkt in neonatalen Mäusen auftreten (Radu et al., 1999; Tung et al., 2001: 
Setiady et al., 2005). Beispielsweise entwickelte sich Insulin-abhängige Diabetes 
mellitus (IDDM) ab Tag 3 in Mäusen, wenn Radu et al. (1999) HA-spezifische 
transgene Mäuse mit einer Mauslinie, die Hemaggluttinin des Influenza Virus unter der 
Kontrolle des Insulin-Promoters exprimierten, kreuzten.  
Das unvollständige Profil der pGE kann unterschiedliche Folgen haben, die eine 
Auswirkung auf den Toleranzstatus neonataler Mäuse besitzen. Zum einen kann das 
unvollständige TZR-Liganden Repertoire einer neonatalen medullären Insel eine 
fehlende Deletion antigenspezifischer T-Zellen zur Folge haben. Zum anderen kann die 
Induktion von antigenspezifischen Treg von der Unvollständigkeit des 
Genexpressionsprofils beeinflusst werden.  
In früheren Studien wurde eine verringerte Deletion von T-Zellen postnatal im Thymus 
am Beispiel von Superantigenen beobachtet (Smith et al, 1989; Schneider et al, 1989). 
Diese Studien in Mäusen zeigten, dass die Deletion während der neonatalen Zeitpunkte 
Tag 1 bis 4 inkomplett war, es wurde eine reduzierte Anzahl deletierter 
antigenspezifischer CD4+ T-Zellen bis Tag 5 gemessen. Inwiefern diese Beobachtung 
am Beispiel von Superantigenen auch auf TRAs im Thymus übertragen werden kann, 
ist derzeit nicht klar.  
Auch neueste Berichte von Gallagos & Bevan (2006) stellten fest, dass Deletion von T-
Zellen in neonatalen Mäusen weniger effizient ist als im adulten Tier. Dies konnte 
anhand des doppelt-transgenen Mausmodells Vß5.RIPmOVA aufgezeigt werden, indem 
Thymozyten und Milzzellen von neonatalen bzw. adulten doppelt-transgenen Mäusen in 
T-Zell defiziente Empfänger transferiert und nach einem Tag mit OVA immunisiert 
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wurden. Vß5+T-Zell Transfer von adulten Tieren führte zu keiner T-Zell Antwort in den 
Empfänger-Mäusen im Gegensatz zu T-Zellen aus neonatalen Tieren. 
Andere oder zusätzliche Gründe als die hier detektierte Unvollständigkeit der pGE 
können eine Rolle bei der verringerten Deletion zu frühen neonatalen Zeitpunkten 
spielen. Da bekannt ist, dass cross-presentation von TRAs durch DZ eine Rolle im 
Thymus spielt (Gallegos & Bevan, 2004), könnte der verringerte Anteil an CD8αα-
positiven DZ im neonatalen Thymus (30 % gegenüber 80 % in adulten Mäusen) (Dakic 
et al., 2004) eine weniger effiziente Antigenpräsentation bedingen.  
Auch periphere Mechanismen könnten zu einer verringerten Toleranz beitragen. Es 
wurde dokumentiert, dass die Präsentation von Antigenen in peripheren Lymphknoten 
in RIP-OVA Mäusen bis zu drei Wochen postnatal verzögert ist (Mintern et al., 2002). 
Welche der oben erläuterten Mechanismen zu einer unvollständigen neonatalen 
Toleranz führen, kann derzeit nicht beantwortet werden. Der direkte Nachweis, dass 
eine unvollständige promiskuöse Genexpression innerhalb medullärer, neonataler Insel 
eine Ursache für neonatale unvollständige Toleranz ist, steht noch aus. 
5.1.3 Promiskuöse Genexpression – ein intra-medullärer Gradient? 
In dieser Arbeit wurden erstmals Subkompartimente eines medullären Areals (innerer 
und äußerer Bereich) in adulten Mäusen isoliert und quantitativ auf ihre 
unterschiedliche Genexpression hin getestet. Die PCR Daten zeigten tendenziell 
verstärkte Expression von TRAs im äußeren Rand der Medulla.  
Publizierte Daten von Aire Expression mittels in situ-Hybridisierungen auf murinen 
Thymussschnitten zeigten eine bevorzugte Lokalisation positiver Zellen im Randbezirk 
der Medulla und der CMJ (Zuklys et al., 2000). Diese erhöhte Aire Transkription in 
Zellen des äußeren Bereiches konnte in den hier vorgelegten PCR-Daten bestätigt 
werden (Abb.4.4).  
Ebenso wiesen Proteinfärbungen von Insulin, Somatostatin und mehreren Retina 
Antigenen in der Medulla (Smith et al., 1997; Avichezer et al., 2003; Takase et al., 
2005) eine verstärkte Anreicherung bestimmter Antigen-positiver mTEZ am äußeren 
Rand der Medulla und im Bereich der CMJ nach. Die oben aufgezeigten Beispiele der 
Proteindaten sind mit den hier untersuchten RNA-Daten nur bedingt konsistent. Einige 
der untersuchten Gene wurden im äußeren Bereich nicht verstärkt exprimiert. Dies 
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könnte auf unterschiedlicher Stabilität der RNA und des Proteins beruhen. Unter 
Berücksichtigung des Modells der „terminalen Differenzierung“ (Kyewski & Derbinski, 
2004) kann dies folgendermaßen erklärt werden: Proteinexpression korreliert mit der 
Differenzierung der mTEZ und zeigt daher einen Gradienten zum äußeren Rand der 
Medulla hin, während RNA im letzten Stadium der Differenzierung möglicherweise 
keine weitere Funktion ausübt und daher herunterreguliert wird. Dies konnte an anderer 
Stelle in dieser Arbeit gezeigt werden. In SGLT1high mTEZ, die das „reifste“ Stadium 
der Differenzierung erreicht haben und am stärksten Protein exprimieren, ist eine 
Herunterregulation der SGLT1-RNA zu beobachten (Abs.4.3.7). Die Zahl an erfolgreich 
nachgewiesenen TRA auf Proteinebene ist jedoch noch zu gering, um die intra-
medulläre Lokalisation von TRA insgesamt zu beurteilen.  
Die tendenzielle Anreicherung von TRA-exprimierenden mTEZ am äußeren Rand der 
Medulla erfüllt eine Voraussetzung des Modells der „terminalen und multiklonalen 
Differenzierung“ nach Kyewski & Derbinski (2004). Dieses postuliert, dass mTEZ 
während einer gerichteten Wanderung vom inneren zum äußeren Bereich der Medulla 
proliferieren und differenzieren. Eine Wanderung mit einhergehender Differenzierung 
wurde ebenfalls bei Stammzellen des Darm- und Hautepithels gefunden (Watt et al., 
2000; Spradling et al., 2001; Alonso & Fuchs, 2003). Die Lokalisation der 
differenzierten, „reifen“ mTEZ am äußeren Rand der Medulla könnte das 
Zusammentreffen dieser Antigen-positiven mTEZ mit Thymozyten begünstigen, da    
T-Zellvorläufer diesen Bereich bei ihrer Wanderung vom Kortex zur Medulla zuerst 
durchqueren (Ladi et al., 2006). Außerdem weist dieser äußere Bereich eine verstärkte 
Expression von Zytokinen, wie CCR7, auf, welche die chemotaktische Wanderung von 
Thymozyten zu mTEZ begünstigen (Bleul et al., 2000; Kwan & Killeen, 2004). Eine 
erhöhte Expression von Chemokinen in „reifen“ mTEZ wurde auch durch GeneArray 
Analysen nachgewiesen (Derbinski et al., 2005). 
5.2 Die multiklonale Zusammensetzung einer Medulla  
5.2.1 Neonatale medulläre Inseln sind oligoklonal  
Die hier gezeigten Daten belegen die Multiklonalität neonataler medullärer Inseln. Die 
Lokalisation der „Klone“ zeigte sich bevorzugt am äußeren Rand. Die „Klone“ setzten 
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sich dreidimensional aus durchschnittlich 40 Zellen zusammen. Diese Daten bestätigten 
Studien von Rodewald et al. (2001) und Bleul et al. (2006).  
Im Gegensatz zum verwendeten induzierbaren Cre/loxP System, das in Abwesenheit 
des Induktors eine seltene Rekombination in einzelnen K14+-Zellen hervorruft (Bleul et 
al., 2006) und auch zu der Einzelzell-Mikroinjektion (Rossi et al., 2006), konnte der 
hier verwendete experimentelle Ansatz nicht eindeutig ausschließen, dass die isoliert 
kolokalisierten medullären Zellgruppen aus mehreren „Klonen“ zusammengefügt 
waren. Aufgrund des geringen Anteils des Chimerismus und der räumlichen 
Abgrenzung der Zellgruppen in den Aggregationschimären, ist eine klonale 
Abstammung jedoch wahrscheinlich. 
Multiklonalität der Medulla könnte Grundlage der Diversität der Genexpression sein. 
Dies kann durch zwei verschiedene Modelle erklärt werden: 1) Innerhalb eines „Klons“ 
exprimieren mTEZ nur sehr wenige TRAs und die Summe vieler „Klone“ bildet die 
Diversität oder 2) Jeder „Klon“ repräsentiert in sich ein diverses Expressionsmuster, in 
dem Zellen verschiedene TRA exprimieren. Proteinfärbungen von TRA stützen letztere 
Annahme: Antigen-positive mTEZ werden oft in Zellansammlungen von 2 bis 4 Zellen 
detektiert (Derbinski et al., 2001; Avichezer et al., 2003; Takase et al., 2005), was auf 
Subklone hinweist, die innerhalb eines Klons aus durchschnittlich 40 Zellen bestehen.  
Aufgrund der ermittelten durchschnittlichen Zellzahl eines „Klons“ kann folgende 
Berechnung durchgeführt werden: Beinhaltet eine neonatale medulläre Insel circa 250 
bis 2000 Zellen (Tab.4.1) entspricht ein „Klon“ mit einem Durchschnitt von 40 Zellen 
damit einem geschätzten Anteil von 2 bis 16 % einer medullären Insel. Da „Klone“ 
variieren, kann somit eine medulläre Insel aus mehr als 50 „Klonen“ bestehen. Wenn 
jeder „Klon“, wie oben argumentiert, aus weiteren Subklonen besteht, die verschiedene 
TRA exprimieren, kann dies zu einem hoch diversen und räumlich verdichteten 
Genexpressionsprofil pro medullärem Areal führen.  
5.2.2 Intraklonale Diversifizierung der Genexpression 
Um intraklonale Diversität zu untersuchen, sollte das Proteinrepertoire von mTEZ 
innerhalb medullärer „Klone“ mit Hilfe von Antikörperfärbungen betrachtet werden. 
Proteinfärbungen von gewebespezifischen Antigenen, wie Insulin, waren noch nicht 
erfolgreich, da die Frequenz der „Klone“ und Antigen-positiven mTEZ zu gering ist. 
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Deshalb wurde auf das Regulatorprotein AIRE zurückgegriffen, das einen spezifischen 
Pool von Genen reguliert und somit indirekt Aufschluss über TRA liefert (Anderson et 
al., 2002). Erstmals konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass medulläre „Klone“ 
eine Heterogenität bezüglich ihrer AIRE-Expression aufweisen (Abs.4.2.5).  
In Ergänzung zu publizierten Daten (Derbinski et al., 2001; Avichezer et al., 2003; 
Chentoufi et al., 2004; Takase et al., 2005), belegt diese AIRE-Heterogenität eine 
Diversifizierung des „Klons“. Wie im Falle der Proteinfärbungen von TRA wurde auch 
hier eine Expression des Regulatorproteins in zwei benachbarten Zellen des „Klons“ 
detektiert. Dies deutet wahrscheinlich daraufhin, dass sich diese Zellen nach ihrer AIRE 
Induktion noch weiter teilen.  
Zusammenfassend begünstigt das AIRE- und Antigenexpressionsmuster innerhalb eines 
„Klons“ eine hohe räumliche Dichte der Selbstantigenrepräsentanz innerhalb der 
Medulla. Dies erhöht die Wahrscheinlichkeit der Antigenerkennung durch migrierende 
Thymozyten. 
5.2.3 Kortikale und medulläre Epithelzellen entstehen aus einer gemeinsamen 
Vorläuferzelle 
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass mehr als die Hälfte der untersuchten medullären 
„Klone“ mit einzelnen MHC Klasse II-positiven kortikalen Zellen desselben MHC-
Haplotyps im angrenzenden inneren Kortex assoziiert sind. 
Dies bestätigt publizierte Daten, die zeigten, dass sich einzelne Vorläuferzellen in beide 
Epithelzelltypen im postnatalen Thymus (Bleul et al., 2006) und auch im embryonalen 
Thymus (Rossi et al., 2006) entwickeln können. Im Falle der Entwicklung von TEZ im 
postnatalen Thymus zeigte sich in 76 % der untersuchten Fälle gleichzeitige 
Entwicklung beider Zelltypen.  
Zusätzlich zu dem Nachweis von assoziierten kTEZ und mTEZ fanden sich allerdings 
medulläre „Klone“ auch oft ohne kortikale Zellen, wie auch von Bleul et al. (2006) 
beobachtet. Dies könnte ein Beleg für eine asymmetrische Teilung einer Vorläuferzelle 
darstellen, die ausschließlich mTEZ hervorbringt (Rodewald et al., 2001; Bleul et al., 
2006).  
Im Gegensatz zu Analysen von Bleul et al. (2006) konnte der Nachweis von kortikalen 
Zellen des gleichen Haplotyps in Abwesenheit von medullären „Klonen“ in dieser 
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Arbeit nicht gezeigt werden. In Anbetracht der geringen Anzahl an „unausgewogenen“ 
Chimären (2 von 10 untersuchten Tieren) und der geringen Zahl an untersuchten 
medullären „Klonen“ kann über die fehlende Detektion von isolierten positiven kTEZ 
hier keine Aussage getroffen werden. Die Beobachtung von einzelnen kortikalen Zellen 
wird als Hinweis auf eine kortikal-spezifische Vorläuferzelle betrachtet (Bleul et al., 
2006). 
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Abbildung 5.1 Modell der Differenzierung von kTEZ und mTEZ aus einer bi-potenten 
Vorläuferzelle 
Dargestellt ist ein Modell der Entwicklung aus einer bipotenten endodermalen Vorläuferzelle, die sowohl 
die Marker MTS20, MTS24, K5 sowie K8 trägt. Die Differenzierung dieser Zellen führt zu uni-potenten 
Vorläuferzellen, die spezifisch für die kTEZ- oder mTEZ-Linie sind. Uni-potente Vorläuferzellen 
exprimieren nur noch ihre spezifischen Marker: K5 (mTEZ) oder K8 (kTEZ). Der weitere 
Entwicklungsprozess der kTEZ bleibt bislang unbekannt. Einzelne mTEZ-Vorläufer können proliferieren 
und dreidimensionale Klone aus ca. 40 Zellen bilden. Diese zeigen sich heterogen in ihrer AIRE-
Expression (rote Punkte im Kern) und möglicherweise auch in ihrer promiskuösen Genexpression. Der 
Pfeil symbolisiert Selbsterneuerung. K5 und K8 bezeichnet Zytokeratin 5 und Zytokeratin 8. 
 
Aus den hier vorgelegten Daten und der Literatur (Ropke et al., 1995; Klug et al., 1998; 
Bennett et al., 2002; Gill et al., 2002; Blackburn & Manley, 2004; Bleul et al., 2006; 
Rossi et al., 2006) leitet sich das gezeigte Modell ab (Abbildung 5.1): Eine bi-potente 
Vorläuferzelle (MTS20+MTS24+K5+K8+) der beiden Epithelzelltypen bringt bei einer 
symmetrischen Teilung zwei uni-potente Vorläuferzellen hervor, die spezifisch für eine 
der beiden Kompartimente ist. Ebenso ist es möglich, dass eine asymmetrische Teilung 
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stattfindet. Dies würde bedeuten, dass sich eine Zelle der geteilten Vorläuferzelle in nur 
eine Linie der Epithelzellen entwickelt. Im Falle der mTEZ konnte gezeigt werden, dass 
Vorläuferzellen in dreidimensionale „Klone“ aus circa 40 Zellen proliferieren, die sich 
innerhalb des Klons weiter differenzieren können. Es bleibt unklar, ob sich diese bi-
potente Stammzelle der Thymusepithelzellen selbst erneuert, ob sie aus einem 
peripheren Pool an Stammzellen aufgefüllt wird oder aus einem begrenzten 
Stammzellpool, der sich im Laufe der Zeit erschöpft, generiert. 
5.1 Antigen-positive Subpopulationen von mTEZ weisen ein 
komplexes (Ko-)Genexpressionsmuster auf 
Es wurden zwei Modelle für die molekulare Regulation der pGE vorgeschlagen: Zum 
einen das Mosaikmodell nach Farr (1998, 2002), das postuliert, dass mTEZ-Gruppen 
bestimmte Gewebe „nachahmen“ und ein entsprechend gewebespezifisches 
Expressionsprofil einschließlich Gene der Signalwege und der Transkriptions-
Maschinerie in einzelnen mTEZ exprimieren. Zum anderen das Modell der „zufälligen“ 
globalen chromosomalen Derepression nach Kyewski und Derbinski (2004). 
Chromosomale Derepression der pGE würde sich während der Differenzierung von 
mTEZ schrittweise entfalten und eine Expression von differenzierungsabhängigen 
Genen verschiedener Gewebe in „reifen“ mTEZ zur Folge haben.  
Weder das eine noch das andere Modell konnte durch unsere Ergebnisse jedoch 
bestätigt werden.  
5.3.1 mRNAs eines bestimmten Antigens korreliert mit dessen Proteinexpression 
in isolierten mTEZ-Subpopulationen 
PGE in mTEZ zeigt ein ungewöhnlich breites Expressionsprofil von TRAs, die in 
Thymusepithelzellen keine biologische Funktion ausüben (wie im Falle der Casein 
Gene). Daher war es nicht selbstverständlich, von einer stabilen Expression dieser 
TRAs auszugehen. Dies wurde in dieser Arbeit erstmals untersucht. Folgendes wurde 
beobachtet, wenn Antigen-positive mTEZ isoliert wurden. 1) Eine Korrelation zwischen 
RNA- und Proteinexpression. 2) Antigene, die in Zellen peripherer Gewebe 
membranständig exprimiert werden, sind ebenso stabil in mTEZ exprimiert. 3) TRA 
werden in 1 bis 4 % der mTEZ exprimiert in Übereinstimmung mit früheren 
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Publikationen (Smith et al., 1997; Derbinski et al., 2002; Avichezer et al., 2003; Takase 
et al., 2005). 
Obwohl sich die Frequenzen der drei Antigen-positiven mTEZ- Subpopulationen nicht 
unterschied und eine deutliche Anreicherung der RNA im Vergleich zu Antigen-
negativen mTEZ aufwiesen, zeigten sich bei der Isolation der CEA+-mTEZ jedoch 
starke interindividuelle Variationen. Diese Beobachtung beruht möglicherweise auf der 
interindividuellen Variation der RNA-Stabilität, da in Proteinfärbungen die Frequenz 
und die Expressionsstärke in CEA-positiven mTEZ nicht in gleicher Weise inter-
individuell variierte. Unterschiedliche Anreicherungsfaktoren waren in verschiedenen 
Individuen im Falle von MUC1 und SGLT1 nicht zu detektieren.  
Neben der quantitativen Genexpression der pGE in mTEZ können auch qualitative 
Unterschiede der Transkription die Toleranzinduktion beeinflussen (Anderton et al., 
2004). Die Präsentation von Antigenen kann durch eine schwächere Bindung an den 
MHC Komplex verringert sein oder unterschiedliche Spleißvarianten können in mTEZ 
generiert werden, wie am Beispiel von PLP und DM20 gezeigt (Klein et al., 2000). 
Inwiefern Proteine post-translational im Thymus modifizert werden, wurde in dieser 
Arbeit am Beispiel von MUC1 untersucht. Färbungen mit Antikörpern, die 
tumorspezifische Modifikationen des MUC1 aufgrund veränderter Zuckerseitenketten 
erkennen (Abs.4.3.2), konnten diese Formen des MUC1 in mTEZ nicht nachweisen. 
Hingegen war die in gesunden Geweben vorkommende Form und eine 
differenzierungsabhängige Form des MUC1 in mTEZ detektierbar (0,4 bis 3,6 %), 
(Cloosen et al., eingereicht). Post-translationale Modifikationen können die 
Toleranzinduktion entscheidend beeinflussen wie am Beispiel eines Tiermodells für 
Collagen-induzierte Arthritis (CIA) gezeigt. MHC Klasse II-defiziente Mäuse, die 
humanes HLA-DR4, humane HLA-DR4-restringierte, CII-spezifische CD4+-Zellen als 
auch humanes Collagen Typ II (CII) exprimierten, zeigten eine verstärkte T-Zell 
Antwort gegen ein glykoslyiertes Epitop im Vergleich zu einem nicht modifizierten 
Epitop des CII. Diese Beobachtungen konnte auch in einer Gruppe von Patienten mit 
rheumatoider Arthritis bestätigt werden (Backlund et al., 2002). Daher sollten nicht nur 
die Expression von Tumor-assoziierten Antigenen, wie MUC1 und CEA (Gotter et al., 
2004; Bos et al., 2005) im Thymus, sondern auch deren post-translationale Veränderung 
berücksichtigt und bei der Planung von Immuntherapien in Betracht gezogen werden. 
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Wie im CEA-transgenen Mausmodell gezeigt, führt die CEA-Expression im Thymus zu 
keiner spezifischen Immunantwort gegen CEA-positive Tumoren (Bos et al., 2005). 
Wie das Modell der „terminalen Differenzierung“ (Kyewski & Derbinski, 2004) 
postuliert, sollten TRA-exprimierende mTEZ (wie MUC1 oder CEA) ein „reifes“ 
Differenzierungsstadium erreicht haben. Die verstärkte APZ-Kompetenz dieser „reifen“ 
mTEZ, die sich durch eine erhöhte Expression von Kompenenten der 
Antigenprozessierung und -präsentation (beispielsweise Cathepsine) abzeichnet, 
bestätigt diese Annahme weiter (Kyewski & Klein, 2006). In Mäusen konnte eine teils 
um das 100-fache erhöhte Genexpression in „reifen“ mTEZ gezeigt werden (Derbinski 
et al., 2005). Untersuchungen an humanen mTEZ zeigten eine vergleichbare 
Unterteilung der Zellen mittels des Marker HLA-DR (J. Schwendemann; persönliche 
Mitteilung). Anhand von Oberflächen (FACS)-Färbungen mit HLA-DR konnte daher 
bestätigt werden, dass die untersuchten Antigene, MUC1, CEA und SGLT1, 
reifungsabhängig exprimiert werden.  
Zusammengefasst belegen diese Daten, dass sich die promiskuöse Genexpression der 
mTEZ auch auf Proteinebene widerspiegelt. 
5.3.2 AIRE-positive und AIRE-negative mTEZ Sublinien exprimieren 
unterschiedliche Genexpressionsmuster 
Die untersuchte Korrelation der AIRE Expression und ausgewählter Antigene ergab eine 
Aufteilung in Antigen-positive mTEZ (MUC1 und CEA), die kein AIRE 
koexprimierten, und Antigen-positive mTEZ (SGLT1 und Insulin), die eine AIRE 
Korrelation aufwiesen. Dies konnte sowohl auf RNA- als auch auf Einzelzellebene mit 
Proteinfärbungen bestätigt werden. Diese Beobachtung, Aire in situ Hybridisierungen 
(Zuklys et al., 2000), die der AIRE-Heterogenität der Klone und AIRE Färbungen auf 
humanen mTEZ (2 bis 5 %; eigene Daten) lassen vermuten, dass verschiedene 
Sublinien von mTEZ existieren.  
Die Frage, ob diese Auftrennung der Sublinien eine stabile oder fluktuierende 
Expression darstellt, bleibt zu beantworten. Da MUC1- und CEA-Transkription in 
SGLT1+-mTEZ nicht nachweisbar war, kann davon ausgegangen werden, dass 
Genexpressionsmuster verschiedener Sublinien sich gegenseitig ausschließen. Es kann 
jedoch nicht geschlossen werden, dass MUC1 und CEA strikt „AIRE-unabhängig“ 
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reguliert werden, da AIRE in den hier untersuchten Zellen möglicherweise zu einem 
früheren Zeitpunkt exprimiert wurde und bei der Analyse nicht mehr nachweisbar war. 
Der direkte Nachweis für eine AIRE-Abhängigkeit könnte daher nur durch eine 
Expressionsanalyse von mTEZ aus seltenen APS-1 Patienten, die kein funktionelles 
AIRE exprimieren, geliefert werden. Da APS-1 nur in bestimmten Regionen gehäuft 
diagnostiziert wird, ist es sehr unwahrscheinlich Thymusgewebe für eine Analyse zu 
erhalten. Weiter kann die AIRE-Abhängigkeit daher in Zelllinien untersucht werden, in 
denen AIRE gezielt abgeschaltet wird oder in denen eine Induktion über einen 
agonistischen anti-LTßR erzeugt wird, wie im Falle von Insulin gezeigt (Chin et al., 
2003, 2006) 
Des Weiteren konnte über die Korrelationsanalyse hinaus nicht überprüft werden, 
inwiefern SGLT1-Expression „AIRE-abhängig“ ist. 
Eine über die AIRE Expression hinausgehende Analyse des Expressionsmusters der 
Antigen-positiven Subpopulationen umfasste die Untersuchung weiterer Gene, die im 
Mausmodell als AIRE-unabhängig oder -abhängig unterschieden wurden (Anderson et 
al., 2001; Derbinski et al., 2005). Wie hier aufgezeigt, koexprimierten SGLT1-positive 
mTEZ in der Maus strikt AIRE-abhängige Gene, wie Insulin oder Casein alpha 
(Abs.4.3.5). Die Expression des Collagen II, das in der Maus als nicht AIRE-abhängig 
eingestuft wurde (Chin et al., 2006), zeigte sich schwach erhöht in SGLT1+-Zellen. 
Hingegen zeigten MUC1- oder CEA-positive mTEZ, die AIRE nicht exprimieren, keine 
Koexpression von Insulin und Collagen II.  
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Abbildung 5.2 Schematische Darstellung der Differenzierung von AIRE+- und AIRE--
Subpopulationen von humanen mTEZ  
Dargestellt ist ein mögliches Modell der Differenzierung von Subpopulationen humaner mTEZ, die sich 
hinsichtlich ihrer AIRE-Expression unterschieden. Alle Zellen entwickeln sich aus einer Vorläuferzelle, 
die weder HLA-DR noch AIRE (blaue Kreise im Kern), exprimiert. Es werden 
Transkriptionsfaktoren/Kofaktoren in mTEZ induziert, die zu einem lineage-spezifischen 
Expressionsprofil führen (verschiedene Farben der mTEZ). AIRE: autoimmune regulator; CEA: 
carcinoembryonic antigen; CEACAM: carcinoembryonic antigen related adhesion molecule; CSN1S1: 
Casein α; MUC1: mucin 1; INS: Insulin; HLA-DR: MHC Klasse II Molekül. Die Pyramide zeigt die 
Zunahme der Expression an. 
Zusammengefasst deuten unsere Resultate und publizierte Daten auf eine 
Klassifizierung der Gesamt-TEZ in AIRE+- und AIRE--mTEZ Sublinien hin, die 
unterschiedliche, sich teilweise gegenseitig ausschließende Profile der pGE aufweisen 
(s. Modell 5.2). Kompatibel mit diesem Modell der Sublinien, fanden Gillard & Farr 
(2006) in isolierten mTEZ-Pools von maximal 25 Zellen nie eine gleichzeitige 
Expression von Casein γ, das sich als AIRE-abhängig zeigt, mit Casein κ, das nicht von 
diesem Faktor kontrolliert wird (Derbinski et al, 2005; Johnnidis et al, 2005), in einem 
Zellpool.  
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5.3.3 Koexpression in Antigen-positiven mTEZ – unterschiedliche 
Regulationsmechanismen   
Neben genetischer Regulation wird die Kontrolle der pGE in mTEZ durch epigenetische 
Regulationsmechanismen diskutiert (Kyewski & Derbinski, 2004). Dies wurde durch 
biostatistische Analysen des chromosomalen clustering in murinen als auch humanen 
mTEZ, der bi-allelischen Expression des Igf2/H19 Lokus in Mäusen und der 
Derepression von MAGE-A1 und –A3 in humanen mTEZ durch hypomethylierte 
Promoteren nahe gelegt (Gotter et al., 2004; Derbinski et al., 2005: Johnnidis et al., 
2005; deSmet, unveröffentlichte Daten).  
Aufgrund der in dieser Arbeit etablierten Methode der Isolation von Antigen-positiven 
mTEZ, konnte das (Ko-)Expressionsmuster verschiedener, „aktiver“ Antigen-Loki 
betrachtet werden. Diese Methode gestattete jedoch nicht, den Anteil an Zellen zu 
bestimmen, die dieses Muster aufweisen. Die Analyse auf mTEZ-Subpopulationsebene 
kann daher nur indirekt auf eine Koexpression in einzelnen Zellen schließen. Die 
beobachtete Koexpression fällt in zwei Gruppen: 1) Benachbarte Mitglieder von 
Genfamilien können koexprimiert werden. 2) Benachbarte, nicht verwandte Gene, 
können koexprimiert werden (SGLT1 und RFPL2). 
Bemerkenswerterweise zeigte sich in den durchgeführten Nachbarschaftsanalysen der 
verschiedenen Antigen-Loki in zwei von drei Fällen eine Koexpression der 3’-liegenden 
Gene innerhalb einer Distanz von ca. 200 kb und nur eine schwache Koexpression eines 
direkt 5’-liegenden Gens (Abs.4.3.9).  
Es ist anzunehmen, dass die codierende Region des zur Isolation verwendeten Antigens 
als aktive Chromatinstruktur in diesen Subpopulationen offen vorliegt. Inwieweit sich 
solch eine offene Chromatindomäne in den untersuchten cluster 5’ und 3’ erstreckt, ist 
noch unklar. In naher Zukunft sollte eine Chromatin Immunopräzipitation (ChIP Assay) 
in Antigen-positiven Subpopulationen durchgeführt werden, welche die H4 Histon-
Acetylierung, die bei Aktivierung der Genexpression beobachtet wird, exemplarisch im 
Maus Casein Lokus untersucht. Es ist weiterhin bekannt, dass das Methylierungsmuster 
von sogenannten CpG-Inseln in Promoterregionen mit dem Expressionsstatus von 
Genen korreliert (Ioshikhes et al., 2000). Daher wird weiterhin das 
Methylierungsmuster von Promotoren innerhalb solcher cluster untersucht.  
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LCR kontrollieren ausgedehnte Loki und Gencluster (Li et al., 2002), die jedoch in der 
Regel Gene mit gleicher Funktion beinhalten (siehe Globin-Lokus). Inwiefern 
regulatorische Elemente an der hier beobachteten Koexpression der cluster beteiligt 
sind, ist unklar, da diese Loki Gene mit unterschiedlichen biologischen Funktionen 
assoziieren. Welche Distanzen auf den hier untersuchten Loki bei der Koregulation 
beeinflusst wurden, konnte hier nicht abgeschätzt werden, da ein zu geringer Teil des 
Lokus untersucht wurde. Die hier untersuchte Analyse der Loki umfasste eine Distanz 
von maximal 1 Megabase (Mb) (CEA-Lokus). Eine Koexpression fand sich allerdings 
nicht über diese Distanz hinweg, sondern bezog nur eine Distanz von 200 kb des Lokus. 
Eine breite Expression von 11 Genen über eine Distanz von 1 Mb hinweg wurde am 
Beispiel des Casein Lokus in mTEZ dokumentiert (Derbinski et al., 2005). Diese 
Beobachtung beruht allerdings auf eine Gesamt-mTEZ-Analyse und kann nicht auf eine 
durchgehende Expression des Lokus in einzelnen mTEZ schließen. Tatsächlich zeigen 
vorläufige Ergebnisse von Einzelzell-PCR von J. Derbinski (persönliche Mitteilung), 
dass der gesamte Lokus auf Einzelzellebene nicht koexprimiert wird. Auf welche 
genauen Distanzen und Abschnitte sich die Koregulation in diesen untersuchten und 
anderen Domänen beläuft, bleibt zu klären. Es scheint jedoch, dass jeder Lokus 
unterschiedlich reguliert wird.  
Als weiterer Mechanismus, neben der globalen chromosomalen Derepression, wird das 
diverse Expressionsprofil in mTEZ anhand des Mosaikmodells erklärt (Farr et al., 2002; 
Dooley et al., 2005). Eine „Nachahmung“ peripherer Gewebe würde sich in der 
Koexpression gewebespezifischer Gene in einzelnen mTEZ widerspiegeln. 
Beobachtungen, dass MUC1 und MUC4, SGLT1 und SLC5A4 sowie CEA und 
CEACAM6 eine Koexpression in peripheren Geweben bzw. Karzinomen zeigen (Rakha 
et al., 2005; Alos et al., 2005; Hammarstöm, 1999; Kinugasa et al., 1998; Wright, 2001) 
und diese Koregulation sich bemerkenswerterweise auch auf Subpopulationsebene in 
mTEZ widerspiegelte, scheinen das Mosaikmodell zu unterstützen. Solange jedoch der 
Nachweis auf Einzelzellebene nicht geführt ist, bleibt dies spekulativ.  
Allerdings geht aus dem Beispiel des CEA-Lokus hervor, dass nicht alle CEACAM-
Gene, die normalerweise in einem Gewebe koexprimiert werden, eine durchgehende 
Expression in mTEZ zeigen. In gesundem Kolongewebe kann CEA, CEACAM6 und 
CEACAM7 detektiert werden, hingegen sind CEACAM8, 3 und 4 nicht nachweisbar 
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(Hammarström, 1999). Die Analyse in mTEZ ermittelte eine Koregulation von CEA 
und CEACAM6 und außerdem CEACAM3, das weder in gesundem Kolon- noch in 
Tumorgewebe mit diesen beiden Antigenen koexprimiert wird (Hammarström, 1999). 
Diese Ergebnisse weisen daher daraufhin, dass die strikte „Nachahmung“ peripherer 
Gewebeexpression (Farr et al., 2002) in mTEZ nicht zu finden ist. 
Das Mosaikmodell (Farr et al., 2002) wird auch durch eine weitere Beobachtung eher 
unwahrscheinlich. Die Koexpression des pankreasspezifischen Insulins und des 
milchdrüsenspezifischen Casein α in der SGLT1+-Subpopulation ist laut dem 
Mosaikmodell nicht zu erwarten. 
Zusätzlich zu der interchromosomalen Koexpression von SGLT1, Insulin und Casein α 
wurde gezielt die Koexpression von Genen mit unterschiedlicher, chromosomaler 
Lokalisation betrachtet. Eine Koexpression von MUC1 und CEA in einer Zelle            
(> 15 %) wurde festgestellt. Beide Gene sind zwar spezifisch für Epithelzellen und 
gehören zu der Klasse von Tumor-assoziierten Antigenen, werden aber nur sehr selten 
in peripheren Geweben koexprimiert (Hammarström, 1999; Hanisch & Muller, 2000). 
Es zeigten sich allerdings Ausnahmen bei bestimmten Formen von Karzinomen, wie 
des Mammakarzinoms oder gastrointestinale Tumore (Nakamori et al., 1994; 
Hammarström, 1999; Croce et al., 1997). Doch ist hier nur der Nachweis im 
Gesamtgewebe und nicht auf Einzelzellebene, wie in Falle der mTEZ, erbracht worden. 
Wie Koregulation von Genen wie Insulin und SGLT1 oder auch MUC1 und MUC4 in 
mTEZ reguliert wird, bleibt unklar. Neue Studien zeigen, dass Gen-Loki auf 
unterschiedlichen Chromosomen miteinander im Nukleus assoziieren und mittels einer 
gemeinsamen locus control region kontrolliert werden können. Spilianakis et al. (2005) 
beschrieb die Kolokalisation des Ifnγ auf Chromosom 10 mit dem TH2 Lokus (Il-4, Il-5 
und Il-13) auf Chromosom 11 und deren Kontrolle durch die TH2-LCR.  
Neben den oben erörterten genetischen und epigenetischen Mechanismen der 
Genexpressionskontrolle, sind weitere Regulationsmechanismen der pGE denkbar, wie 
z. B. regulatorische RNA Moleküle (RNAi) (Cobb et al., 2005, 2006).  
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Die in dieser Arbeit ermittelten Koexpressionsdaten können in dem folgenden Bild 
zusammengefasst werden: 
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Csn alpha
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Abbildung 5.3 Schematische Darstellung der Koregulation von Genen in mTEZ 
Zusammengefasst sind die Ergebnisse der Echtzeit-PCR und der Proteinfärbungen der 
Koexpressionsanalysen. Überschneidungen zweier Kreise stellt eine detektierte Koregulation auf RNA- 
und Proteinebene dar. Die Koexpression von CEA und MUC1 und SGLT1 und Insulin konnte auf 
Einzellzellebene nachgewiesen werden, alle anderen Daten beruhen auf Subpopulationsanalysen.  
 
Bis auf den Nachweis der Koexpression von MUC1 und CEA und von SGLT1 und 
Insulin auf Einzelzellebene, ist eine Koregulation auf der Ebene Antigen-positiver 
Subpopulationen gezeigt. Inwiefern diese hier untersuchten paarweisen 
Genexpressionsmuster sich in einzelnen Zellen überlappen (wie z. B. CEA, MUC1 und 
MUC4), wurde hier nicht weiter untersucht. 
5.3.4 Diversität promiskuöser Genexpression im Thymus – vom 
Medullakompartiment zur Einzelzellebene 
Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen ein bemerkenswert diverses 
Genexpressionsmuster innerhalb jedes abgegrenzten Medulla-Kompartiments des 
Thymus. So entsteht eine „immunologische“ Selbst-Repräsentanz der „Peripherie“ in 
verschiedenen medullären Sub-Arealen auf engstem Raum. In keinem anderen Gewebe 
des Körpers ist solch ein Muster an komplexer Genexpression wiederzufinden. Dies 
deutet auf eine biologische und molekulare Sonderstellung von pGE in mTEZ hin. Die 
Entstehung dieses Phänomens ist als „optimiertes“ Resultat  der Evolution von 
Vertebraten über mehrere 100 Millionen Jahren anzusehen. Dafür spricht die Tatsache, 
dass Aire bereits im Zebrafisch Thymus exprimiert wird. Die essentielle Rolle von 
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zentraler Toleranz im Allgemeinen und pGE im Speziellen wird auch durch die 
Krankheitsbilder von APS-1- und IPEX-Patienten verdeutlicht, bei ersteren ist pGE 
teilweise defekt, bei letzteren fehlen Treg, beides hat schwere, häufig tödlich verlaufende 
Autoimmunkrankheiten zur Folge. 
Die hohe Diversität von pGE ist wahrscheinlich darin begründet, dass jede T-Zelle nur 
ein medulläres Areal durchwandert und daher auf ein „vollständiges“Angebot an TZR-
Liganden treffen muss, um effiziente Deletion autoreaktiver T-Zellen sowie Induktion 
von Treg zu gewährleisten.  
Es zeigt sich jedoch, dass diese Diversität nur auf Populationsebene, jedoch nicht auf 
Einzelzellebene repräsentiert ist, da jedes spezifisches TRA nur von wenigen mTEZ 
exprimiert wird. Es besteht also ein „Kompromiss“ zwischen der Maximierung der Zahl 
ektopisch exprimierter Gene einerseits und der Gesamtzahl an mTEZ, die ein 
bestimmtes TRA exprimieren andererseits. Die Diversität der exprimerten Gene 
insgesamt bestimmt den Umfang der Selbsttoleranz, während die Zahl Antigen-
positiver mTEZ die Effizienz der Toleranzmechanismen beeinflusst. Eine Minimalzahl 
an mTEZ ist notwendig, um Effizienz von Deletion und Induktion antigenspezifischer 
Treg zu gewährleisten. Eine zu hohe Zahl an Genen pro mTEZ würde die Epitopdichte 
pro Antigen auf den MHC Komplexen der Zelle reduzieren und damit die Avidität der 
APZ – T-Zell Interaktion verringern, was die Toleranzschwelle zugunsten der 
Entwicklung von high avidity, autoreaktiven T Zellen verschieben würde. Zum anderen 
ist wahrscheinlich die Gesamtzahl an ektopisch exprimierbaren Genen pro Zelle, die 
zusätzlich zur Epithelzell-spezifischen Basisexpression erfolgt, von der Zellphysiologie 
her limitiert. Die begrenzte Lebensdauer von reifen mTEZ von ca. 3 Wochen (J. Gäbler 
et al. Manuskript in Vorbereitung) ist möglicherweise durch diese zusätzliche 
Genexpression mitbestimmt, die ihrerseits die Wahrscheinlichkeit der Transformation, 
von mTEZ verringert, mTEZ-Tumoren sind sehr selten. Die hohe Populationsdynamik 
reifer mTEZ impliziert, dass sich das in situ Muster der pGE im lokalen Medulla-
Mikroenvironment kontinuierlich verändert, die Gesamtdiversität jedoch 
aufrechterhalten bleibt.  
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Abbildung 5.4 Modellvorstellung zur topologischen in situ Repräsentanz ektopischer 
Genexpression in der Medulla  
Dargestellt von oben nach unten ist ein neonataler Thymus, der kleine medulläre Inseln beinhaltet, die 
sich aus verschiedenen „Klonen“ aus ca. 40 Zellen zusammensetzen. In größeren medullären Arealen sind 
„Klone“ vornehmlich am äußeren Rand der Medulla lokalisiert und in Bezug auf ihre AIRE-Expression 
(rote Punkte im Kern) heterogen. „Klone“ selbst werden wahrscheinlich durch unterschiedliche 
Subpopulationen von mTEZ, gebildet, die ihrerseits ein diverses „lineage-spezifisches“ Muster an Genen 
exprimieren. 
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Zusammenfassend ergibt sich ein sehr viel komplexeres Bild der pGE in situ als bislang 
angenommen Auch wenn die molekularen und zellulären Regulationsmechanismen der 
pGE in mTEZ noch weitgehend ungeklärt sind, lässt sich feststellen, dass, weder die 
vormals vorgeschlagene Emulation gewebespezifischer Genregulation (Farr et al., 
2002) noch „zufällige“ globale chromosomale Derepression von Transkription 
(Kyewski & Derbinski, 2004) mit den hier vorgelegten Ergebnissen vereinbar sind.  
 122 
6 Literaturverzeichnis  
 
Alonso, L. and Fuchs, E. (2003) Stem cells of the skin epithelium. Proc Natl Acad Sci U S A. 
100 Suppl 1: 11830-11835. 
Alos, L., Lujan, B., Castillo, M., Nadal, A., Carreras, M., Caballero, M., et al (2005) Expression 
of membrane-bound mucins (MUC1 and MUC4) and secreted mucins (MUC2, MUC5AC, 
MUC5B, MUC6 and MUC7) in mucoepidermoid carcinomas of salivary glands. Am J Surg 
Pathol. 29: 806-813. 
Anderson, G., Moore, N.C., Owen, J.J. and Jenkinson, E.J. (1996) Cellular interactions in 
thymocyte development. Annu Rev Immunol. 14: 73-99. 
Anderson, M.S., Venanzi, E.S., Klein, L., Chen, Z., Berzins, S.P., Turley, S.J., et al (2002) 
Projection of an immunological self shadow within the thymus by the aire protein. Science. 298: 
1395-1401. 
Anderton SM., (2004) Post-translational modifications of self antigens: implications for 
autoimmunity. Curr Opin Immunol. 16:753-8. 
Arnold, B., Schonrich, G. and Hammerling, G.J. (1993) Multiple levels of peripheral tolerance. 
Immunol Today. 14: 12-14. 
Avichezer, D., Grajewski, R.S., Chan, C.C., Mattapallil, M.J., Silver, P.B., Raber, J.A., et al 
(2003) An immunologically privileged retinal antigen elicits tolerance: major role for central 
selection mechanisms. J Exp Med. 198: 1665-1676. 
Backlund, J., Carlsen, S., Hoger, T., Holm, B., Fugger, L., Kihlberg, J., et al (2002) 
Predominant selection of T cells specific for the glycosylated collagen type II epitope (263-270) 
in humanized transgenic mice and in rheumatoid arthritis. Proc Natl Acad Sci U S A. 99: 9960-
9965. 
Bennett, A.R., Farley, A., Blair, N.F., Gordon, J., Sharp, L. and Blackburn, C.C. (2002) 
Identification and characterization of thymic epithelial progenitor cells. Immunity. 16: 803-814. 
Bennett, C.L. and Ochs, H.D. (2001) IPEX is a unique X-linked syndrome characterized by 
immune dysfunction, polyendocrinopathy, enteropathy, and a variety of autoimmune 
phenomena. Curr Opin Pediatr. 13: 533-538. 
Benoist, C. and Mathis, D. (1989a) Positive selection of the T cell repertoire: where and when 
does it occur? Cell. 58: 1027-1033. 
Benoist, C. and Mathis, D. (1989b) Positive and negative selection of the T cell repertoire in 
MHC class II transgenic mice. Semin Immunol. 1: 117-124. 
Bevan MJ., (1976a) Minor H antigens introduced on H-2 different stimulating cells cross-react 
at the cytotoxic T cell level during in vivo priming. J Immunol. 117:2233-8. 
Bevan MJ., (1976b) Cross-priming for a secondary cytotoxic response to minor H antigens with 
H-2 congenic cells which do not cross-react in the cytotoxic assay. 
J Exp Med. 143:1283-8. 
Blackburn, C.C. and Manley, N.R. (2004) Developing a new paradigm for thymus 
organogenesis. Nat Rev Immunol. 4: 278-289. 
Bleul, C.C. and Boehm, T. (2000) Chemokines define distinct microenvironments in the 
developing thymus. Eur J Immunol. 30: 3371-3379. 
Bleul, C.C., Corbeaux, T., Reuter, A., Fisch, P., Monting, J.S. and Boehm, T. (2006) Formation 
of a functional thymus initiated by a postnatal epithelial progenitor cell. Nature. 441: 992-996. 
Bos, R., van Duikeren, S., van Hall, T., Kaaijk, P., Taubert, R., Kyewski, B., et al (2005) 
Expression of a natural tumor antigen by thymic epithelial cells impairs the tumor-protective 
CD4+ T-cell repertoire. Cancer Res. 65: 6443-6449. 
 123 
Bouneaud C., Kourilsky P., Bousso P. (2000) Impact of negative selection on the T cell 
repertoire reactive to a self-peptide: a large fraction of T cell clones escapes clonal deletion. 
Immunity. 13:829-40. 
Bousso P., Robey E. (2004) Dynamic behavior of T cells and thymocytes in lymphoid organs as 
revealed by two-photon microscopy. Immunity. 21:349-55. 
Bousso P., Robey E. (2003) Dynamics of CD8+ T cell priming by dendritic cells in intact lymph 
nodes. Nat Immunol. 4:579-85. 
Boyd, R.L., Tucek, C.L., Godfrey, D.I., Izon, D.J., Wilson, T.J., Davidson, N.J., et al (1993) 
The thymic microenvironment. Immunol Today. 14: 445-459. 
Brelinska, R. and Warchol, J.B. (1997) Thymic nurse cells: their functional ultrastructure. 
Microsc Res Tech. 38: 250-266. 
Brenner, M.B., McLean, J., Dialynas, D.P., Strominger, J.L., Smith, J.A., Owen, F.L., et al 
(1986) Identification of a putative second T-cell receptor. Nature. 322: 145-149. 
Brunkow, M.E., Jeffery, E.W., Hjerrild, K.A., Paeper, B., Clark, L.B., Yasayko, S.A., et al 
(2001) Disruption of a new forkhead/winged-helix protein, scurfin, results in the fatal 
lymphoproliferative disorder of the scurfy mouse. Nat Genet. 27: 68-73. 
Bruno, R., Sabater, L., Sospedra, M., Ferrer-Francesch, X., Escudero, D., Martinez-Caceres, E. 
and Pujol-Borrell, R. (2002) Multiple sclerosis candidate autoantigens except myelin 
oligodendrocyte glycoprotein are transcribed in human thymus. Eur J Immunol. 32: 2737-2747. 
Burchell J, Gendler S, Taylor-Papadimitriou J, et al. (1987) Development and characterization 
of breast cancer reactive monoclonal antibodies directed to the core protein of the human milk 
mucin. Cancer Res. 47:5476-5482. 
Cao Y, Karsten U, Hilgers J. (1998) Immunohistochemical characterization of a panel of 56 
antibodies with normal human small intestine, colon, and breast tissues. Tumour.Biol. 19 Suppl 
1:88-99. 
Chentoufi AA, Palumbo M, Polychronakos C. (2004) Proinsulin expression by Hassall's 
corpuscles in the mouse thymus. Diabetes. 53:354-9. 
Chin, R.K., Lo, J.C., Kim, O., Blink, S.E., Christiansen, P.A., Peterson, P., et al (2003) 
Lymphotoxin pathway directs thymic Aire expression. Nat Immunol. 4: 1121-1127. 
Chin, R.K., Zhu, M., Christiansen, P.A., Liu, W., Ware, C., Peltonen, L., et al (2006) 
Lymphotoxin pathway-directed, autoimmune regulator-independent central tolerance to 
arthritogenic collagen. J Immunol. 177: 290-297. 
Cloosen S., Gratama JW., van Leeuwen EBM., et al. (2006) Cancer specific Mucin-1 
glycoforms are expressed on multiple myeloma. The British Journal of Haematology, in press 
Cloosen S., Arnold J., Thio M., Bos R., Kyewski B., Germeraad W. (2006) Expression of 
tumor-associated differentiation antigens MUC1 glycoforms and CEA in human thymic 
epithelial cells: implications for self-tolerance and tumor therapy. Cancer Research, eingereicht 
Cobb BS, Nesterova TB, Thompson E, Hertweck A, O'Connor E, Godwin J, Wilson CB, 
Brockdorff N, Fisher AG, Smale ST, Merkenschlager M. (2005) 
T cell lineage choice and differentiation in the absence of the RNase III enzyme Dicer. J Exp 
Med. 201:1367-73. 
Cobb BS, Hertweck A, Smith J, O'connor E, Graf D, Cook T, Smale ST, Sakaguchi S, Livesey 
FJ, Fisher AG, Merkenschlager M. (2006) A role for Dicer in immune regulation. 
J Exp Med. 203:2519-27. 
Croce, M.V., Colussi, A.G., Price, M.R. and Segal-Eiras, A. (1997) Expression of tumour 
associated antigens in normal, benign and malignant human mammary epithelial tissue: a 
comparative immunohistochemical study. Anticancer Res. 17: 4287-4292. 
Croce MV, Isla-Larrain MT, Demichelis SO, Gori JR, Price MR, Segal-Eiras A. (2003) Tissue 
and serum MUC1 mucin detection in breast cancer patients. Breast Cancer Res.Treat. 81:195-
207. 
Dakic A, Shao QX, D'Amico A, O'Keeffe M, Chen WF, Shortman K, Wu L. (2004) 
Development of the dendritic cell system during mouse ontogeny. J Immunol. 172:1018-27. 
 124 
Daniels, M.A., Teixeiro, E., Gill, J., Hausmann, B., Roubaty, D., Holmberg, K., et al (2006) 
Thymic selection threshold defined by compartmentalization of Ras/MAPK signalling. Nature. 
Danke, N.A., Koelle, D.M., Yee, C., Beheray, S. and Kwok, W.W. (2004) Autoreactive T cells 
in healthy individuals. J Immunol. 172: 5967-5972. 
Denda-Nagai K, Irimura T., (2000) MUC1 in carcinoma-host interactions. 
Glycoconj J. 17:649-58. 
Derbinski, J., Schulte, A., Kyewski, B. and Klein, L. (2001) Promiscuous gene expression in 
medullary thymic epithelial cells mirrors the peripheral self. Nat Immunol. 2: 1032-1039. 
Derbinski J., Dissertation 2003 
Derbinski, J., Gabler, J., Brors, B., Tierling, S., Jonnakuty, S., Hergenhahn, M., et al (2005) 
Promiscuous gene expression in thymic epithelial cells is regulated at multiple levels. J Exp 
Med. 202: 33-45. 
Dillon, S.R., MacKay, V.L. and Fink, P.J. (1995) A functionally compromised intermediate in 
extrathymic CD8+ T cell deletion. Immunity. 3: 321-333. 
Dimas C, Frangos-Plemenos M, Kouskouni E, Kondis-Pafitis A. (2002) Immunohistochemical 
study of p185 HER2 and DF3 in primary breast cancer and correlation with CA-15-3 serum 
tumor marker. Int.J Gynecol.Cancer 12:74-79. 
Dooley, J., Erickson, M. and Farr, A.G. (2005) An organized medullary epithelial structure in 
the normal thymus expresses molecules of respiratory epithelium and resembles the epithelial 
thymic rudiment of nude mice. J Immunol. 175: 4331-4337. 
Egerton, M., Scollay, R. and Shortman, K. (1990a) Kinetics of mature T-cell development in the 
thymus. Proc Natl Acad Sci U S A. 87: 2579-2582. 
Egerton, M., Shortman, K. and Scollay, R. (1990b) The kinetics of immature murine thymocyte 
development in vivo. Int Immunol. 2: 501-507. 
Ensembl-Datenbank, Release 30th, April 2005 
Faideau, B., Lotton, C., Lucas, B., Tardivel, I., Elliott, J.F., Boitard, C. and Carel, J.C. (2006) 
Tolerance to proinsulin-2 is due to radioresistant thymic cells. J Immunol. 177: 53-60. 
Farr, A.G. and Rudensky, A. (1998) Medullary thymic epithelium: a mosaic of epithelial "self"? 
J Exp Med. 188: 1-4. 
Farr, A.G., Dooley, J.L. and Erickson, M. (2002) Organization of thymic medullary epithelial 
heterogeneity: implications for mechanisms of epithelial differentiation. Immunol Rev. 189: 20-
27. 
Fontenot, J.D., Gavin, M.A. and Rudensky, A.Y. (2003) Foxp3 programs the development and 
function of CD4+CD25+ regulatory T cells. Nat Immunol. 4: 330-336. 
Gallegos, A.M. and Bevan, M.J. (2004) Central tolerance to tissue-specific antigens mediated 
by direct and indirect antigen presentation. J Exp Med. 200: 1039-1049. 
Gallegos, A.M. and Bevan, M.J. (2006) Central tolerance: good but imperfect. Immunol Rev. 
209: 290-296. 
Gäbler J., Arnold J., and Kyewski B., (2006) Manuskript in Vorbereitung 
Gill, J., Malin, M., Hollander, G.A. and Boyd, R. (2002) Generation of a complete thymic 
microenvironment by MTS24(+) thymic epithelial cells. Nat Immunol. 3: 635-642. 
Gillard, G.O. and Farr, A.G. (2006) Features of medullary thymic epithelium implicate 
postnatal development in maintaining epithelial heterogeneity and tissue-restricted antigen 
expression. J Immunol. 176: 5815-5824. 
Girling A, Bartkova J, Burchell J, Gendler S, Gillett C, Taylor-Papadimitriou J. (1989) A core 
protein epitope of the polymorphic epithelial mucin detected by the monoclonal antibody SM-3 
is selectively exposed in a range of primary carcinomas. Int.J Cancer 43:1072-1076. 
Gordon, J., Wilson, V.A., Blair, N.F., Sheridan, J., Farley, A., Wilson, L., et al (2004) 
Functional evidence for a single endodermal origin for the thymic epithelium. Nat Immunol. 5: 
546-553. 
Gotter, J. and Kyewski, B. (2004) Regulating self-tolerance by deregulating gene expression. 
Curr Opin Immunol. 16: 741-745. 
 125 
Gotter, J., Brors, B., Hergenhahn, M. and Kyewski, B. (2004) Medullary epithelial cells of the 
human thymus express a highly diverse selection of tissue-specific genes colocalized in 
chromosomal clusters. J Exp Med. 199: 155-166. 
Ham, D.I., Kim, S.J., Chen, J., Vistica, B.P., Fariss, R.N., Lee, R.S., et al (2004) Central 
immunotolerance in transgenic mice expressing a foreign antigen under control of the rhodopsin 
promoter. Invest Ophthalmol Vis Sci. 45: 857-862. 
Hammarstrom, S. (1999) The carcinoembryonic antigen (CEA) family: structures, suggested 
functions and expression in normal and malignant tissues. Semin Cancer Biol. 9: 67-81. 
Hanahan, D. (1998) Peripheral-antigen-expressing cells in thymic medulla: factors in self-
tolerance and autoimmunity. Curr Opin Immunol. 10: 656-662. 
Hanisch, F.G. and Muller, S. (2000) MUC1: the polymorphic appearance of a human mucin. 
Glycobiology. 10: 439-449. 
Harshyne, L.A., Watkins, S.C., Gambotto, A. and Barratt-Boyes, S.M. (2001) Dendritic cells 
acquire antigens from live cells for cross-presentation to CTL. J Immunol. 166: 3717-3723. 
Haskins, K. and McDuffie, M. (1990) Acceleration of diabetes in young NOD mice with a 
CD4+ islet-specific T cell clone. Science. 249: 1433-1436. 
Heath, V.L., Moore, N.C., Parnell, S.M. and Mason, D.W. (1998) Intrathymic expression of 
genes involved in organ specific autoimmune disease. J Autoimmun. 11: 309-318. 
Heino, M., Peterson, P., Kudoh, J., Nagamine, K., Lagerstedt, A., Ovod, V., et al (1999) 
Autoimmune regulator is expressed in the cells regulating immune tolerance in thymus medulla. 
Biochem Biophys Res Commun. 257: 821-825. 
Hori S, Nomura T, Sakaguchi S. (2003) Control of regulatory T cell development by the 
transcription factor Foxp3. Science 299:1057-61. 
Huseby, E.S., White, J., Crawford, F., Vass, T., Becker, D., Pinilla, C., et al (2005) How the T 
cell repertoire becomes peptide and MHC specific. Cell. 122: 247-260. 
Ioshikhes IP, Zhang MQ. (2000) Large-scale human promoter mapping using CpG islands. Nat 
Genet. 26:61-3. 
Itoh, M., Takahashi, T., Sakaguchi, N., Kuniyasu, Y., Shimizu, J., Otsuka, F. and Sakaguchi, S. 
(1999) Thymus and autoimmunity: production of CD25+CD4+ naturally anergic and 
suppressive T cells as a key function of the thymus in maintaining immunologic self-tolerance. 
J Immunol. 162: 5317-5326. 
Jameson, S.C., Hogquist, K.A. and Bevan, M.J. (1995) Positive selection of thymocytes. Annu 
Rev Immunol. 13: 93-126. 
Jenkins, M.K. (1994) The ups and downs of T cell costimulation. Immunity. 1: 443-446. 
Johnnidis, J.B., Venanzi, E.S., Taxman, D.J., Ting, J.P., Benoist, C.O. and Mathis, D.J. (2005) 
Chromosomal clustering of genes controlled by the aire transcription factor. Proc Natl Acad Sci 
U S A. 102: 7233-7238. 
Jolicoeur, C., Hanahan, D. and Smith, K.M. (1994) T-cell tolerance toward a transgenic beta-
cell antigen and transcription of endogenous pancreatic genes in thymus. Proc Natl Acad Sci U 
S A. 91: 6707-6711. 
Jordan MS, Boesteanu A, Reed AJ, Petrone AL, Holenbeck AE, Lerman MA, Naji A, Caton AJ. 
(2001) Thymic selection of CD4+CD25+ regulatory T cells induced by an agonist self-peptide. 
Nat Immunol. 2:301-6. 
Jung SE, Seo KY, Kim H, Kim HL, Chung IH, Kim EK. (2002) Expression of MUC1 on 
corneal endothelium of human. Cornea 21:691-695. 
Kappler, J.W., Roehm, N. and Marrack, P. (1987) T cell tolerance by clonal elimination in the 
thymus. Cell. 49: 273-280. 
Kattman, S.J., Lukin, K.R., Oh, J.Z., Berg, R.E. and Staerz, U.D. (2005) Maturational stage-
dependent thymocyte responses to TCR engagement. Eur J Immunol. 35: 2051-2060. 
Kawai, K. and Ohashi, P.S. (1995) Immunological function of a defined T-cell population 
tolerized to low-affinity self antigens. Nature. 374: 68-69. 
Khattri, R., Cox, T., Yasayko, S.A. and Ramsdell, F. (2003) An essential role for Scurfin in 
CD4+CD25+ T regulatory cells. Nat Immunol. 4: 337-342. 
 126 
Kinugasa, T., Kuroki, M., Takeo, H., Matsuo, Y., Ohshima, K., Yamashita, Y., et al (1998) 
Expression of four CEA family antigens (CEA, NCA, BGP and CGM2) in normal and 
cancerous gastric epithelial cells: up-regulation of BGP and CGM2 in carcinomas. Int J Cancer. 
76: 148-153. 
Kisielow, P. and von Boehmer, H. (1991) Kinetics of negative and positive selection in the 
thymus. Adv Exp Med Biol. 292: 31-42. 
Kisielow, P., Teh, H.S., Bluthmann, H. and von Boehmer, H. (1988) Positive selection of 
antigen-specific T cells in thymus by restricting MHC molecules. Nature. 335: 730-733. 
Kitze, B., Pette, M., Rohrbach, E., Stadt, D., Kappos, L. and Wekerle, H. (1988) Myelin-
specific T lymphocytes in multiple sclerosis patients and healthy individuals. J Neuroimmunol. 
20: 237. 
Klein, L. and Kyewski, B. (2000) Self-antigen presentation by thymic stromal cells: a subtle 
division of labor. Curr Opin Immunol. 12: 179-186. 
Klein, L., Roettinger, B. and Kyewski, B. (2001) Sampling of complementing self-antigen pools 
by thymic stromal cells maximizes the scope of central T cell tolerance. Eur J Immunol. 31: 
2476-2486. 
Klein, L., Klein, T., Ruther, U. and Kyewski, B. (1998) CD4 T cell tolerance to human C-
reactive protein, an inducible serum protein, is mediated by medullary thymic epithelium. J Exp 
Med. 188: 5-16. 
Klein, L., Klugmann, M., Nave, K.A., Tuohy, V.K. and Kyewski, B. (2000) Shaping of the 
autoreactive T-cell repertoire by a splice variant of self protein expressed in thymic epithelial 
cells. Nat Med. 6: 56-61. 
Klug, D.B., Carter, C., Crouch, E., Roop, D., Conti, C.J. and Richie, E.R. (1998) 
Interdependence of cortical thymic epithelial cell differentiation and T-lineage commitment. 
Proc Natl Acad Sci U S A. 95: 11822-11827. 
Kufe D, Inghirami G, Abe M, Hayes D, Justi-Wheeler H, Schlom J. (1984) Differential 
reactivity of a novel monoclonal antibody (DF3) with human malignant versus benign breast 
tumors. Hybridoma 3:223-232. 
Kurobe H, Liu C, Ueno T, Saito F, Ohigashi I, Seach N, Arakaki R, Hayashi Y, Kitagawa T, 
Lipp M, Boyd RL, Takahama Y. (2006) CCR7-dependent cortex-to-medulla migration of 
positively selected thymocytes is essential for establishing central tolerance. Immunity. 24:165-
77. 
Kurts, C., Heath, W.R., Carbone, F.R., Allison, J., Miller, J.F. and Kosaka, H. (1996) 
Constitutive class I-restricted exogenous presentation of self antigens in vivo. J Exp Med. 184: 
923-930. 
Kwan, J. and Killeen, N. (2004) CCR7 directs the migration of thymocytes into the thymic 
medulla. J Immunol. 172: 3999-4007. 
Kyewski, B. and Derbinski, J. (2004) Self-representation in the thymus: an extended view. Nat 
Rev Immunol. 4: 688-698. 
Kyewski, B. and Klein, L. (2006) A central role for central tolerance. Annu Rev Immunol. 24: 
571-606. 
Kyewski, B., Rottinger, B. and Klein, L. (2000) Making central T-cell tolerance efficient: 
thymic stromal cells sample distinct self-antigen pools. Curr Top Microbiol Immunol. 251: 139-
145. 
Kyewski, B.A. (1987) Seeding of thymic microenvironments defined by distinct thymocyte-
stromal cell interactions is developmentally controlled. J Exp Med. 166: 520-538. 
Kyewski BA, Fathman CG, Rouse RV. (1986) Intrathymic presentation of circulating non-
MHC antigens by medullary dendritic cells. An antigen-dependent microenvironment for T cell 
differentiation. J Exp Med. 163:231-46. 
Ladi E, Yin X, Chtanova T, Robey EA.  (2006) Thymic microenvironments for T cell 
differentiation and selection. Nat Immunol. 7:338-43. 
Liston, A., Lesage, S., Wilson, J., Peltonen, L. and Goodnow, C.C. (2003) Aire regulates 
negative selection of organ-specific T cells. Nat Immunol. 4: 350-354. 
 127 
Matzinger, P. and Guerder, S. (1989) Does T-cell tolerance require a dedicated antigen-
presenting cell? Nature. 338: 74-76. 
Merkenschlager, M. (1996) Tracing interactions of thymocytes with individual stromal cell 
partners. Eur J Immunol. 26: 892-896. 
Miller MJ, Hejazi AS, Wei SH, Cahalan MD, Parker I. (2004) T cell repertoire scanning is 
promoted by dynamic dendritic cell behavior and random T cell motility in the lymph node. 
Proc Natl Acad Sci U S A. 101:998-1003. 
Mintern, J.D., Sutherland, R.M., Lew, A.M., Shortman, K., Carbone, F.R. and Heath, W.R. 
(2002) Constitutive, but not inflammatory, cross-presentation is disabled in the pancreas of 
young mice. Eur J Immunol. 32: 1044-1051. 
Mommers EC, Leonhart AM, Mensdorff-Pouilly S, et al. (1999) Aberrant expression of MUC1 
mucin in ductal hyperplasia and ductal carcinoma In situ of the breast. Int.J Cancer 84:466-469. 
Muller SM, Terszowski G, Blum C, Haller C, Anquez V, Kuschert S, Carmeliet P, Augustin 
HG, Rodewald HR. (2005) Gene targeting of VEGF-A in thymus epithelium disrupts thymus 
blood vessel architecture. Proc Natl Acad Sci U S A. 102:10587-92. 
Nakamori, S., Ota, D.M., Cleary, K.R., Shirotani, K. and Irimura, T. (1994) MUC1 mucin 
expression as a marker of progression and metastasis of human colorectal carcinoma. 
Gastroenterology. 106: 353-361. 
Naquet, P., Ellis, J., Tibensky, D., Kenshole, A., Singh, B., Hodges, R. and Delovitch, T.L. 
(1988) T cell autoreactivity to insulin in diabetic and related non-diabetic individuals. J 
Immunol. 140: 2569-2578. 
Neijssen, J., Herberts, C., Drijfhout, J.W., Reits, E., Janssen, L. and Neefjes, J. (2005) Cross-
presentation by intercellular peptide transfer through gap junctions. Nature. 434: 83-88. 
Ohashi, P.S., Oehen, S., Buerki, K., Pircher, H., Ohashi, C.T., Odermatt, B., et al (1991) 
Ablation of "tolerance" and induction of diabetes by virus infection in viral antigen transgenic 
mice. Cell. 65: 305-317. 
Oldstone, M.B., Nerenberg, M., Southern, P., Price, J. and Lewicki, H. (1991) Virus infection 
triggers insulin-dependent diabetes mellitus in a transgenic model: role of anti-self (virus) 
immune response. Cell. 65: 319-331. 
Penit, C., Vasseur, F. and Papiernik, M. (1988) In vivo dynamics of CD4-8- thymocytes. 
Proliferation, renewal and differentiation of different cell subsets studied by DNA biosynthetic 
labeling and surface antigen detection. Eur J Immunol. 18: 1343-1350. 
Pitkanen J, Vahamurto P, Krohn K, Peterson P. (2001) Subcellular localization of the 
autoimmune regulator protein. characterization of nuclear targeting and transcriptional 
activation domain. J Biol Chem. 276:19597-602. 
Prockop, S. and Petrie, H.T. (2000) Cell migration and the anatomic control of thymocyte 
precursor differentiation. Semin Immunol. 12: 435-444. 
Punt, J.A., Osborne, B.A., Takahama, Y., Sharrow, S.O. and Singer, A. (1994) Negative 
selection of CD4+CD8+ thymocytes by T cell receptor-induced apoptosis requires a 
costimulatory signal that can be provided by CD28. J Exp Med. 179: 709-713. 
Radtke, F., Wilson, A., Stark, G., Bauer, M., van Meerwijk, J., MacDonald, H.R. and Aguet, M. 
(1999) Deficient T cell fate specification in mice with an induced inactivation of Notch1. 
Immunity. 10: 547-558. 
Radu, D.L., Brumeanu, T.D., McEvoy, R.C., Bona, C.A. and Casares, S. (1999) Escape from 
self-tolerance leads to neonatal insulin-dependent diabetes mellitus. Autoimmunity. 30: 199-207. 
Rakha, E.A., Boyce, R.W., Abd El-Rehim, D., Kurien, T., Green, A.R., Paish, E.C., et al (2005) 
Expression of mucins (MUC1, MUC2, MUC3, MUC4, MUC5AC and MUC6) and their 
prognostic significance in human breast cancer. Mod Pathol. 18: 1295-1304. 
Rammensee, H.G., Kroschewski, R. and Frangoulis, B. (1989) Clonal anergy induced in mature 
V beta 6+ T lymphocytes on immunizing Mls-1b mice with Mls-1a expressing cells. Nature. 
339: 541-544. 
Rocha, B. and von Boehmer, H. (1991) Peripheral selection of the T cell repertoire. Science. 
251: 1225-1228. 
 128 
Rodewald, H.R., Paul, S., Haller, C., Bluethmann, H. and Blum, C. (2001) Thymus medulla 
consisting of epithelial islets each derived from a single progenitor. Nature. 414: 763-768. 
Ropke, C., Van Soest, P., Platenburg, P.P. and Van Ewijk, W. (1995) A common stem cell for 
murine cortical and medullary thymic epithelial cells? Dev Immunol. 4: 149-156. 
Rossi, S.W., Jenkinson, W.E., Anderson, G. and Jenkinson, E.J. (2006) Clonal analysis reveals 
a common progenitor for thymic cortical and medullary epithelium. Nature. 441: 988-991. 
Rothenberg et al., (2004) Fundamental Immunology, 5th Edition 
Rouse RV, Bolin LM, Bender JR, Kyewski BA. (1988) Monoclonal antibodies reactive with 
subsets of mouse and human thymic epithelial cells. 
J Histochem Cytochem. 36:1511-7. 
Sakaguchi, S. (2004) Naturally arising CD4+ regulatory t cells for immunologic self-tolerance 
and negative control of immune responses. Annu Rev Immunol. 22: 531-562. 
Sakaguchi, S., Sakaguchi, N., Asano, M., Itoh, M. and Toda, M. (1995) Immunologic self-
tolerance maintained by activated T cells expressing IL-2 receptor alpha-chains (CD25). 
Breakdown of a single mechanism of self-tolerance causes various autoimmune diseases. J 
Immunol. 155: 1151-1164. 
Salaun, J., Bandeira, A., Khazaal, I., Calman, F., Coltey, M., Coutinho, A. and Le Douarin, 
N.M. (1990) Thymic epithelium tolerizes for histocompatibility antigens. Science. 247: 1471-
1474. 
Salmon, A.M., Bruand, C., Cardona, A., Changeux, J.P. and Berrih-Aknin, S. (1998) An 
acetylcholine receptor alpha subunit promoter confers intrathymic expression in transgenic 
mice. Implications for tolerance of a transgenic self-antigen and for autoreactivity in myasthenia 
gravis. J Clin Invest. 101: 2340-2350. 
Schmitt, T.M., Ciofani, M., Petrie, H.T. and Zuniga-Pflucker, J.C. (2004) Maintenance of T cell 
specification and differentiation requires recurrent notch receptor-ligand interactions. J Exp 
Med. 200: 469-479. 
Schneider R, Lees R, Pedrazzini T, Odermatt B, Speiser DE, Zinkernagel RM, Hengartner H, 
MacDonald HR. (1989) Fate of potentially self-reactive T cells in neonatal mice: analysis of V 
beta 6+ T cells in Mlsa mice. Thymus. 13:35-43. 
Schonrich, G., Momburg, F., Hammerling, G.J. and Arnold, B. (1992) Anergy induced by 
thymic medullary epithelium. Eur J Immunol. 22: 1687-1691. 
Schwartz RH. (2003) T cell anergy. Annu Rev Immunol. 21:305-34. 
Sebzda, E., Mariathasan, S., Ohteki, T., Jones, R., Bachmann, M.F. and Ohashi, P.S. (1999) 
Selection of the T cell repertoire. Annu Rev Immunol. 17: 829-874. 
Setiady, Y.Y., Agersborg, S., Samy, E.T., Lewis, J.E. and Tung, K.S. (2005) Neonatal 
autoimmune disease: influence of CD4+ CD25+ regulatory T cells. Int Rev Immunol. 24: 227-
245. 
Shevach, E.M., Piccirillo, C.A., Thornton, A.M. and McHugh, R.S. (2003) Control of T cell 
activation by CD4+CD25+ suppressor T cells. Novartis Found Symp. 252: 24-36; discussion 
36-44, 106-114. 
Smith H, Chen IM, Kubo R, Tung KS. (1989) Neonatal thymectomy results in a repertoire 
enriched in T cells deleted in adult thymus. Science. 245:749-52. 
Smith, K.M., Olson, D.C., Hirose, R. and Hanahan, D. (1997) Pancreatic gene expression in 
rare cells of thymic medulla: evidence for functional contribution to T cell tolerance. Int 
Immunol. 9: 1355-1365. 
Sorensen AL, Reis CA, Tarp MA, et al. (2005)Chemoenzymatically synthesized multimeric 
Tn/STn MUC1 glycopeptides elicit cancer specific anti-MUC1 antibody responses and override 
tolerance. Glycobiology 16:96-107. 
Sospedra, M., Ferrer-Francesch, X., Dominguez, O., Juan, M., Foz-Sala, M. and Pujol-Borrell, 
R. (1998) Transcription of a broad range of self-antigens in human thymus suggests a role for 
central mechanisms in tolerance toward peripheral antigens. J Immunol. 161: 5918-5929. 
Spilianakis, C.G., Lalioti, M.D., Town, T., Lee, G.R. and Flavell, R.A. (2005) 
Interchromosomal associations between alternatively expressed loci. Nature. 435: 637-645. 
 129 
Spradling, A., Drummond-Barbosa, D. and Kai, T. (2001) Stem cells find their niche. Nature. 
414: 98-104. 
Stockinger, B. (1999) T lymphocyte tolerance: from thymic deletion to peripheral control 
mechanisms. Adv Immunol. 71: 229-265. 
Suri-Payer, E., Amar, A.Z., Thornton, A.M. and Shevach, E.M. (1998) CD4+CD25+ T cells 
inhibit both the induction and effector function of autoreactive T cells and represent a unique 
lineage of immunoregulatory cells. J Immunol. 160: 1212-1218. 
Takahashi, T., Kuniyasu, Y., Toda, M., Sakaguchi, N., Itoh, M., Iwata, M., et al (1998) 
Immunologic self-tolerance maintained by CD25+CD4+ naturally anergic and suppressive T 
cells: induction of autoimmune disease by breaking their anergic/suppressive state. Int Immunol. 
10: 1969-1980. 
Takase, H., Yu, C.R., Mahdi, R.M., Douek, D.C., Dirusso, G.B., Midgley, F.M., et al (2005) 
Thymic expression of peripheral tissue antigens in humans: a remarkable variability among 
individuals. Int Immunol. 17: 1131-1140. 
Teh, H.S., Kisielow, P., Scott, B., Kishi, H., Uematsu, Y., Bluthmann, H. and von Boehmer, H. 
(1988) Thymic major histocompatibility complex antigens and the alpha beta T-cell receptor 
determine the CD4/CD8 phenotype of T cells. Nature. 335: 229-233. 
Thery, C., Duban, L., Segura, E., Veron, P., Lantz, O. and Amigorena, S. (2002) Indirect 
activation of naive CD4+ T cells by dendritic cell-derived exosomes. Nat Immunol. 3: 1156-
1162. 
Toussaint-Demylle D, Scheiff JM, Haumont S. (1990) Thymic nurse cells: morphological study 
during their isolation from murine thymus. Cell Tissue Res. 261:115-23. 
Tung KS, Agersborg SS, Alard P, Garza KM, Lou YH. (2001) Regulatory T-cell, endogenous 
antigen and neonatal environment in the prevention and induction of autoimmune disease. 
Immunol Rev. 182:135-48. 
Uchida, D., Hatakeyama, S., Matsushima, A., Han, H., Ishido, S., Hotta, H., et al (2004) AIRE 
functions as an E3 ubiquitin ligase. J Exp Med. 199: 167-172. 
Ueno, T., Saito, F., Gray, D.H., Kuse, S., Hieshima, K., Nakano, H., et al (2004) CCR7 signals 
are essential for cortex-medulla migration of developing thymocytes. J Exp Med. 200: 493-505. 
Ueno, T., Hara, K., Willis, M.S., Malin, M.A., Hopken, U.E., Gray, D.H., et al (2002) Role for 
CCR7 ligands in the emigration of newly generated T lymphocytes from the neonatal thymus. 
Immunity. 16: 205-218. 
van Ewijk, W., Wang, B., Hollander, G., Kawamoto, H., Spanopoulou, E., Itoi, M., et al (1999) 
Thymic microenvironments, 3-D versus 2-D? Semin Immunol. 11: 57-64. 
van Meerwijk, J.P., Marguerat, S., Lees, R.K., Germain, R.N., Fowlkes, B.J. and MacDonald, 
H.R. (1997) Quantitative impact of thymic clonal deletion on the T cell repertoire. J Exp Med. 
185: 377-383. 
Verdaguer, J., Schmidt, D., Amrani, A., Anderson, B., Averill, N. and Santamaria, P. (1997) 
Spontaneous autoimmune diabetes in monoclonal T cell nonobese diabetic mice. J Exp Med. 
186: 1663-1676. 
Visan, L., Visan, I.A., Weishaupt, A., Hofstetter, H.H., Toyka, K.V., Hunig, T. and Gold, R. 
(2004) Tolerance induction by intrathymic expression of P0. J Immunol. 172: 1364-1370. 
Von Gaudecker B, Kendall MD, Ritter MA. (1997) Immuno-electron microscopy of the thymic 
epithelial microenvironment. Microsc Res Tech. 38:237-49. 
Waldmann H, Graca L, Cobbold S, Adams E, Tone M, Tone Y. (2004)  Regulatory T cells and 
organ transplantation. Semin Immunol. 16:119-26. 
Watt FM, Hogan BL. (2000) Out of Eden: stem cells and their niches. 
Science. 287:1427-30. 
Wildin, R.S., Ramsdell, F., Peake, J., Faravelli, F., Casanova, J.L., Buist, N., et al (2001) X-
linked neonatal diabetes mellitus, enteropathy and endocrinopathy syndrome is the human 
equivalent of mouse scurfy. Nat Genet. 27: 18-20. 
Witt CM, Robey EA. (2005) Thymopoiesis in 4 dimensions. Semin Immunol. 17:95-102. 
 130 
Wright EM. (2001) Renal Na(+)-glucose cotransporters. Am J Physiol Renal Physiol. 280:F10-
8. 
Zehn, D. and Bevan, M.J. (2006) T cells with low avidity for a tissue-restricted antigen 
routinely evade central and peripheral tolerance and cause autoimmunity. Immunity. 25: 261-
270. 
Zoller M., (1990) Intrathymic presentation of nominal antigen by B cells. 
Int Immunol. 2:427-34. 
Zuklys, S., Balciunaite, G., Agarwal, A., Fasler-Kan, E., Palmer, E. and Hollander, G.A. (2000) 
Normal thymic architecture and negative selection are associated with Aire expression, the gene 
defective in the autoimmune-polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy (APECED). 
J Immunol. 165: 1976-1983. 
 131 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
